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1. 緒言 
ポリアミンは生物界に普遍的に存在する有機カチオンであり、動物ではスペルミジン、
スペルミンおよびこれらの生合成の前駆体であるジアミンのプトレスシンを含めた 3 種類
の直鎖脂肪族アミンが代表的なポリアミンである（1-3）。ポリアミンは非常に簡単な構造
を持つ物質であるが、細胞増殖に必須の分子として知られ、細胞内で DNA 合成、蛋白質
合成などで重要な役割を果たしている。細胞増殖にポリアミンが必要であることは、大腸
菌（4-6）、酵母（7-9）、チャイニーズハムスター卵母細胞（10, 11）で分離されたポリア
ミン生合成酵素の欠損株の細胞増殖が培地中へのポリアミン添加に依存する事実などから
確立されてきた。 
細胞増殖に密接に関与するポリアミンの細胞内濃度がどのように調節されているかを明
らかにすることは、ポリアミンの生理作用を理解する上で重要な課題である。細胞内のポ
リアミン濃度は、生合成、分解および細胞膜を介する輸送系によって、調節・維持されて
いると考えられている（12, 13）。Fig. 1 にポリアミンの生合成および分解の経路と各過程
を触媒する酵素を示した（14-17）。ポリアミンの生合成は、オルニチン脱炭酸酵素（ODC）
によってオルニチンからプトレスシンが合成されることから開始する。次に、S-アデノシ
ルメチオニン脱炭酸酵素（AdoMetDC）によって S-アデノシルメチオニンから生成された
S-アデノシルメチルチオプロピルアミンからアミノプロピル基がプトレスシンに転移し、
スペルミジンが合成される。さらに、アミノプロピル基がスペルミジンに転移し、スペル
ミンが合成される。これらの転移反応を触媒しているのが、スペルミジン合成酵素および
スペルミン合成酵素である。大腸菌などの原核生物や高等植物では、プトレスシンを合成
する経路として更にアルギニン→アグマチン→プトレスシンの別経路も存在し、大腸菌な
ど原核生物にはスペルミン合成酵素がないのでスペルミンは存在しない。一方、生合成の
逆をたどるのが分解で、スペルミジンス/ペルミン N1-アセチルトランスフェラーゼ（SSAT）
が最初に働く酵素で、続くポリアミンオキシダーゼの作用で、スペルミン→スペルミジン
→プトレスシンの順に分解されていく。また、最近、スペルミンオキシダーゼ（SMO）が
同定され、この酵素の作用により直接スペルミンがスペルミジンに変換されることが明ら
かになっている（18）。これら生合成と分解の律速酵素は、それぞれ ODC と AdoMetDC、
および SSAT であり、これらの酵素は様々な制御を受け、細胞内のポリアミンプールを維
持している（1-3）。動物細胞では、ポリアミン合成の第 1 段階にある ODC は、半減期が
1時間に満たないこと、細胞外にポリアミンを添加することで急速に活性が失われるなど、
生合成の律速酵素として明らかな特徴をもつが、ODC を調節する重要な因子としてアンチ
ザイム（AZ）が知られている。細胞内のポリアミン濃度が上昇すると、AZ の合成が翻訳
フレームシフトにより促進され（19）、合成された AZ は、ODC に結合することによって
ODC の活性を阻害し（20, 21）、ATP 依存的、ユビキチン非依存的に 26S プロテアソーム
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による ODC の分解を促進している（20-24）。 
細胞内のポリアミンは、主として生合成によって供給されると考えられるが、ポリアミ
ンに特異的な輸送系の存在が、原核生物および真核生物で報告されている。原核細胞のE.coli
においては、既に 3 つの輸送担体の遺伝子（pPT104、pPT79、pPT71）がクローニングさ
れている（25）。pPT104 には、PotA、PotB、PotC および PotD 蛋白質がコードされており、
これらの蛋白質は主としてスペルミジンの取り込みに機能している（26）。pPT79 には、
PotF、PotG、PotH および PotI 蛋白質がコードされており、プトレスシン特異的な取り込み
系である（27）。これら 2 つの輸送系は ATP-binding cassette（ABC）transporter であると報
告されている。pPT71 にコードされている蛋白質 PotE は、12 回膜貫通型蛋白質でプトレ
スシンの排出と取り込みに機能している（28）。膜電位依存的にプトレスシンを取り込む
だけでなく、酸性条件下ではオルニチンとの交換反応によりプトレスシンを排出する多機
能な輸送系である（29, 30）。一方、真核細胞である酵母では、細胞膜およびポストゴル
ジ輸送小胞の両者に分布する 5 つの輸送蛋白質が同定（TPO1～5）されており、これらは
ポリアミンの排出に機能している（31-34）。また、細胞膜と液胞に存在する 2 つの蛋白質
（UGA4、GAP1）は、プトレスシンとスペルミジンの取り込みに機能している。しかし、
UGA4 はプトレスシンとγ-アミノ酪酸（GABA）との共輸送蛋白質であり、GAP1 はプトレ
スシン、スペルミジンとアミノ酸との共輸担体であった（35, 36）。最近になってポリア
ミンに特異的な輸送担体が、酵母（AGP2）および Leishmania major（LmPOT1）でクロー
ニングされてきている（37, 38）。 
動物細胞においてポリアミン輸送系の生理的な役割を示した研究としては、ヒト繊維芽
細胞においてプトレスシンの取り込み活性が血清による増殖刺激により顕著に増加するこ
と（39）、マウス乳腺の外植片の増殖を促進するインスリンやプロラクチンなどのホルモ
ンにより外植片によるポリアミン取り込み活性も促進されること（40）、ヒト皮膚繊維芽
細胞では上皮成長因子により ODC とポリアミン取り込み活性の両者が促進されることな
どが報告されている（41）。これらの報告は、ポリアミン輸送系が生合成系と共に増殖刺
激に応じて活性化され、ポリアミンの細胞内濃度を増加させていることを示唆している。
また、最近の研究では、ODC 活性を阻害し、ODC 蛋白質の分解も促進する AZ が、ポリア
ミンの細胞内への取り込みを阻害し、排出を促進することにより、ポリアミンの過度の蓄
積による毒性を回避することが明らかとなってきている（42, 43）。しかし、ポリアミン
輸送担体の本体や輸送機構に関与する因子については、その遺伝子はクローニングされて
おらず、分子レベルで未だ特性が明らかにされていない。ヒト肺繊維芽細胞 HEL において
は、キャリアー蛋白質の関与しない輸送モデルが提唱され、ポリアミンは細胞膜結合型の
glycosaminoglycan である glypican-1 の上のヘパラン硫酸に結合し、エンドサイトーシスに
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よって細胞内に取り込まれると報告されているが（44）、その意義については検証が待た
れている。 
動物細胞では、細胞膜を介した輸送系の他にミトコンドリアにもポリアミンに特異的な
取り込み系が存在している（45, 46）。一方、細胞内ポリアミン濃度の顕著な上昇は、ミ
トコンドリアからのシトクローム C の放出を惹起し、アポトーシスを誘導することが報告
されており（47）、ミトコンドリアにおけるポリアミン取り込みは、細胞死を避けるため
に厳密に制御されているものと考えられる。従って、その制御の機構を明らかにすること
は重要な課題である。ODC の分解を促進する AZ の発現は、ポリアミンの取り込み活性を
阻害し、細胞内におけるポリアミンの過度の蓄積を防いでいると考えられているが、AZ
には翻訳の開始部位の違いにより、24.5 kDa と 29 kDa の 2 つアイソホームが存在し（19）、
29 kDa の AZ にはミトコンドリアへの移行シグナルが存在する（48）。ミトコンドリアに
おける AZ の役割は、現在のところ不明である。 
本研究では、動物細胞に存在するポリアミン輸送系による輸送機構とその生理的な意義
を解明することを目的として、細胞膜を介したポリアミンの取り込み機構の特性を検討し
た。また、ミトコンドリアのポリアミン輸送について、アポトーシスの引き金となるシト
クローム C 放出との関連性、および AZ の及ぼす影響を検討し、最後に細胞膜に存在する
ヘパラン硫酸がポリアミン輸送に果たす役割について検証した。 
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Fig. 1. Biosynthesis and catabolism of polyamines 
ODC: ornithine decarboxylase, AdoMetDC: S-adenosylmethionine decarboxylase, SpdS: Spermidine 
synthase, SpmS: Spermine synthase, SSAT: spermidine/spermine N1-acetyl trsnsferase, PAO: polyamine 
oxidase, SMO: Spermine oxidase 
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2. 動物細胞におけるポリアミン輸送機構とその発現調節機構の解析 
動物細胞におけるポリアミンの輸送機構およびその発現調節機構を明らかにするため、
Concanavalin A によって活性化した牛のリンパ球を用いてポリアミン輸送系の諸性質を検
討した。 
 
2.1. 材料と方法 
2.1.1. 牛リンパ球の調製と培養 
牛リンパ球の調製と培養は Seyfried らの方法にもとづいて実施した（49）。屠殺直後の
牛より採取した咽頭部リンパ節から不要な脂肪や皮膜などを取り除いた後、内部の細胞組
織をメスで培養液（10%非動化牛新生児血清、100 units/mL ペニシリン G、50 units/mL スト
レプトマイシンを含む RPMI 1640 培地）中に切り出した。これを眼科用ハサミで細かく切
り刻み、20、50、80 メッシュを順次通すことにより、大きな細胞塊を取り除いた。ろ過し
た細胞懸濁液を 300 x g で 10 分間の遠心で細胞を集め、培養液で洗浄した。この操作を繰
り返した後、血球計算版で細胞数を測定して最終的に細胞密度が 5 x 106 cells/mL になるよ
うに培養液で希釈した。リンパ球の培養は、37°C、5% CO2、湿度 90%以上の条件で実施し
た。Concanavalin A（以下 ConA と略）は 5 µg/mL となるように培養液に加え、リンパ球を
活性化した。無血清の条件で培養を行う際は、培養液中の非動化牛新生児血清の代わりに
5 µg/mL Insulin、5 µg/mL Transferrin、5 ng/mL Selenium、1% BSA を加え、ConA 濃度は
0.3 µg/mL とした。ConA 濃度はいずれも DNA 合成量が最大になる条件として選択した。 
 
2.1.2. DNA 合成量の測定 
リンパ球の DNA 合成量については、DNA 分画に取り込まれた[3H] thymidine の放射活性
をもって DNA 合成量とした。リンパ球 1.5 x 10 7 cells（3 mL の細胞培養液）を ConA で活
性化した後、指定の時間に 15 µL の 10 µM [3H]thymidine（7.81 Ci/mL）を培養液に加え、2 時
間インキュベートした。細胞を遠心により集め、3 mL の 5% TCA に懸濁して破壊・洗浄し
た後、1,000 x g で 10 分間遠心した。沈殿に 0.5 mL の 0.3N KOH を加え 37°C で 1 時間イン
キュベートすることにより RNA を分解させた。次に、0.5 mL の 1.3N PCA を加えて 1 時間
氷中で保存してDNAを沈殿させた。沈殿に 5% TCAを 1 mL加えて 90°Cで 30分間インキュ
ベートすることにより DNA を分解させた。分解された DNA は遠心により上清に回収され
るので、この 0.2 mL を Triton-toluene 系シンチレーターに加えてカウントした。また、残
りの上清 0.5 mL を Burton 法（50）による DNA 定量に用いた。DNA 合成量はµg DNA あた
りの cpm で表した。 
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2.1.3. 蛋白質合成量の測定 
リンパ球の蛋白質合成量については、蛋白質分画に取り込まれた[3H]L-leucine の放射活
性をもって蛋白質合成量とした。リンパ球 1.5 x 10 7 cells（3 mL の細胞培養液）を ConA で
活性化した後、指定の時間に 15 µLの 3 µCiの[3H] L-leucineを培養液に加え、2時間インキュ
ベートした。細胞を遠心により集め、3 mL の 5% TCA に懸濁して細胞を破壊・洗浄した後、
1,000 x g で 10 分間遠心した。沈殿を 1.0 mL の 0.3 N KOH に溶解し、その 0.5 mL に 0.6 N
リン酸を 0.5 mL 加えた後、Triton-toluene 系シンチレーターを用いてカウントした。また、
残りの上清 0.5 mL を Burton 法（50）による DNA 定量に用いた。蛋白質合成量はµg DNA
あたりの cpm で表した。 
 
2.1.4. ポリアミン含量の測定 
細胞内のポリアミン含量は、Igarashi（51）らの方法で測定した。リンパ球 3.0 x 10 7 cells
（6 mL の細胞培養液）を ConA で活性化した後、指定の時間に細胞を集めた。集めた細胞
はリン酸緩衝生理食塩液で洗浄した後、0.3 mL の 0.2N PCA で 2 回ポリアミンの抽出を実
施した。ポリアミンの測定は HPLC を用いて実施した。カラムは陽イオン交換樹脂 TSK gel 
IEX 215（4 x 80 mm）を用い、遊離液（0.35 M sodium citrate buffer、pH5.35、2 M NaCl、20% 
methanol）を 50°C にて 0.35 mL/min の流速で流して分離した。分離されたポリアミンの定
量は、カラムからの溶出液に OPA 溶液（0.06% ο-phthalaldehyde、0.4M boric buffer、pH10.4、
0.1% briji-35、37 mM 2-mercaptoethanol）を 50°C にて 0.8 mL/min の速度で混和して反応さ
せ、励起波長 388 nm、蛍光波長 410 nm の条件で測定することにより実施した。抽出の際
に得られた沈殿は、DNA 合成量の測定と同様の方法で DNA 量を測定し、細胞内ポリアミ
ン含量は mg DNA あたりのポリアミン量で表した。 
 
2.1.5. オルニチン脱炭酸酵素の活性測定 
オルニチン脱炭酸酵素（ODC）活性の測定は、DL-[1-14C]ornithine から遊離されてくる
14CO2の量を測定することによって実施した。牛リンパ球 3.0 x 10 7 cells（6 mL の細胞培養
液）を ConA で活性化した後、指定の時間に細胞を集め、リン酸緩衝生理食塩液で洗浄し
た後、0.3 mLの buffer （10 mM Hepes-KOH、pH7.4、0.2 mM pyridoxal phosphate、0.1 mM EDTA、
2.5 mM DTT）に懸濁した。凍結融解を 3 回繰り返すことにより細胞を破壊し、3,000 x g、
30分間の遠心によって上清を分離し、その0.2 mLを試験管にとり、20 µLの3.75 mM ornithine
（DL-[1-14C]ornithine を 12.5 µCi/mL を含む）を加え、20 µL の Soluene 350 を浸み込ませた
ろ紙をひだ折にして試験管上部に浮かせた。ゴム栓をして 37°C で 60 分間インキュベート
した後、0.2 mL の 50% TCA を加え、さらに 37°C で 60 分間インキュベートした。ろ紙に
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吸収された 14CO2を toluene 系シンチレーター（4 g PPO、1 L toluene）を用いてカウントし
た。上清の残りを用い，Lowry らの方法（52）によって蛋白質定量を行い、ODC 活性は
mg 蛋白質あたりの cpm で表した。 
 
2.1.6. ポリアミン取り込み活性の測定 
ポリアミン取り込み活性は、細胞をオイル層にとおす遠心分離法によって測定した。牛
リンパ球を遠心により集めた後、NaCl buffer（135 mM NaCl、1 mM MgCl2、2 mM CaCl2、
10 mM D-glucose、Hepes/Tris、pH7.2）で洗浄し、同じ buffer に細胞濃度が 1.5 x 10 7 cells/mL
になるように懸濁した。取り込み活性の測定は、細胞懸濁液に 14C 標識ポリアミン（5 µM、
20 mCi/mmol）を添加することで開始した。反応温度は 30°C とした。所定の時間に 0.8 mL
の細胞を含む反応液を 0.5 mL のオイル層（30% corn oil、70% di-n-butyl phthalate）に重層
して遠心した。反応液からなる上清をアスピレターで除いた後、遠心管の先端を切り取り、
オイル層の中に沈殿となった細胞を 1% SDS を含むシンチレーターバイアルに移し、超音
波で細胞を破壊した後、Triton-toluene 系シンチレーターを用いてカウントした。ポリアミ
ンの取り込み反応の初速度は、反応開始後 5、10 および 15 分後のポリアミン取り込み量を
測定し、その傾きから得られた単位時間当たりの取り込み量と細胞の全蛋白質量から算出
した。 
 
2.1.7. 膜電位の測定 
 膜電位の測定は、蛍光試薬 3,3’-dipropylthiadicarbocyanine（diS-C3）を用いる Rink らの方
法（53）に若干の修正を加えて行った。石英セル中の反応液 2.5 mL（NaCl buffer、0.1 µM 
3,3’-dipropylthiadicarbocyanine）に各種イオノフォアを加えて、日立MPF-4蛍光光度計にセッ
トし、25°C で 2 分間インキュベートした。反応液にリンパ球 5 x 105 cells を加えて反応を
開始した。励起波長と蛍光波長は各々620 nm、670 nm とした。 
 
2.2. 結果 
2.2.1. ConA によるポリアミン取り込み活性の増加 
リンパ球による[14C]プトレスシンの取り込みの時間経過を Fig. 2 に示した（プトレスシ
ンの濃度は 5 µM）。ConA を添加して 36 時間培養したリンパ球では取り込み活性が見ら
れるのに対し、ConA を添加しなかったリンパ球では、取り込み活性は観察されなかった。
ConA を添加により活性化したリンパ球を用いて取り込み活性を測定した結果、反応の平
衡状態におけるプトレスシンの蓄積量は 0.2 nmol/mg protein であった。牛リンパ球の細胞
内容積は 4.8 µL/5 x 107 cells と報告されているので（54）、これを基にするとプトレスシン
の見かけの細胞内濃度は約 70 µM と計算された。ConA を添加して活性化したリンパ球で
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は、細胞内外で見かけ上約 14 倍のプトレスシンの濃度勾配が形成されていたことになる。
取り込みが平衡に達した後、反応液に高濃度の非標識プトレスシン（2.5 mM、見かけの細
胞内濃度の約 35 倍）を添加しても、細胞内にある放射活性はわずかに 5%しか細胞外に放
出されなかった。一方、反応液に細胞を破壊するために 10%の n-ブタノールを加えると放
射活性の95%が細胞外に放出された。平衡状態にある細胞の抽出液をTLCで分析した結果、
放射活性の 95%はプトレスシンによるものであった。以上の成績から、一度取り込まれた
プトレスシンは細胞外のプトレスシンとは交換せず、プトレスシンの取り込みは見かけ上
一方向であり、細胞に取り込まれたポリアミンは細胞内のアニオン性の部位に速やかに結
合するものと考えられた。 
 
Fig. 2. Putrescine uptake in bovine lymphocytes 
(A) Time course of putrescine uptake. Cells were cultured for 36 h under standard conditions.  Cells were 
washed with NaCl buffer (135 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM D-glucose, Hepes/Tris, 
pH7.2), and suspended in same buffer at a cell density of 1.5 x 107/mL. Uptake was initiated by addition 
of [14C] putrescine (0.1 µCi/mL, 5 µM) to cell suspension, and carried out at 30°C. (△): – ConA, (○): 
+ ConA, (●): + ConA in the presence of DFMO (4 mM) and EGBG (0 1 mM). Each point represents 
average of triplicate experiments. Standard error is with in range of 10% for each point. 
(B) Lineweaver-Burk plots of the putrescine uptake. Initial rates of putrescine uptake were measured at 
various concentrations of unlabeled putrescine with constant amounts of [14C] putrescine (0.1 µCi/mL). 
Apparent Kt and Vmax for putrescine uptake were calculated from the plots. Each point represents the 
mean of duplicates measurements. (○): + ConA (3.7 µM for Kt and 5.8 pmol.min-1 mg protein-1 for 
Vmax), (●): + ConA in the presence of DFMO and EGBG (3.7 µM for Kt and 49.4 pmol.min-1 mg 
protein-1 for Vmax) 
 
A B 
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プトレスシンの取り込み活性は温度依存的であり、37°C では観察されたが、4°C では認
められなかった。プトレスシンの取り込みは、膜非透過性の SH 試薬 p-chloromercuribenzene 
sulfonate（50 µM）を添加することによって 80%阻害され、阻害された取り込み活性はジ
チオスレイトール処理によって対照の約 80%までに回復した。これらの成績は、プトレス
シンは輸送担体を介して細胞内に取り込まれることを示している（データ未発表）。 
 
2.2.2. ポリアミン欠乏によるポリアミン取り込み活性の上昇 
リンパ球に ConA 添加と同時にオルニチン脱炭酸酵素（ODC）の阻害剤である
α-difluoromethylornithine（DMFO、4 mM）とS-アデノシルメチオニン脱炭酸酵素（AdoMetDC）
の阻害剤である ethylglyoxal bis(guanylhydrazone)（EGBG、0.1 mM）を加えると Table 1 に
示したようにConAのみを添加したリンパ球に比べて細胞内のポリアミン含量は減少した。
Fig. 2A に示されているように、このときのプトレスシンの取り込み活性は顕著に増加し、
阻害剤処理を行ったリンパ球では細胞内外で見かけ上約 150 倍のプトレスシンの濃度勾配
が形成されていたことになる。このように細胞内がポリアミン欠乏の状態にあるときには
プトレスシンの取り込み活性に著しい影響が現れた。Fig. 2B は阻害剤処置を実施したリン
パ球と、実施しなかったリンパ球におけるプトレスシン取り込み活性のキネティックスを
Lineweaver-Burk プロットを用いて解析したものである。ポリアミン欠乏状態にあるリンパ
球におけるプトレスシン取り込み活性の上昇は主として Vmax の増加に由来し、親和性の
増加を示す Kt 値の減少によるものではなかった。従って、取り込み活性の上昇は、担体
蛋白質が量的に増加したことによるものと考えられた。 
Table 1 にポリアミン取り込み活性と細胞内ポリアミン含量の関係をまとめた。培養液に
DFMO を添加すると細胞内のプトレスシンとスペルミジン含量は減少したが、スペルミン
含量はほとんど変化しなかった。このときのポリアミン取り込み活性は、プトレスシン、
スペルミジン、スペルミンの 3 種類ともに 5～7 倍に増加した。培地に EGBG を添加した
場合、スペルミジン、スペルミンの含量は顕著に減少したが、プトレスシンの含量はAdoMetDC
阻害のために逆に約 5 倍に増加した。この EGBG 処理を行ったリンパ球におけるポリアミ
ン取り込み活性は、3 種類ともに 7～12 倍に増加した。DFMO と EGBG の両者を培地に添
加した場合、細胞内のポリアミンはすべて減少し、ポリアミン取り込み活性は、EGBG 添
加のときと同様に 3 種類ともに 7～12 倍に増加した。以上の成績は、細胞内のポリアミン
欠乏によってポリアミン取り込み活性が顕著に増加することを示している。なお、DFMO
あるいは EGBG の効果は、ポリアミンに特異的であり、L-ロイシン、α-aminoisobutyric acid
の取り込み活性に影響を与えなかった（データ未発表）。 
Table 2 にポリアミン取り込み活性のキネティクスパラメータを示した。各ポリアミンに
たいする見かけのKt値は、プトレスシンに対して3.7  µM、スペルミジンに対して0.38  µM、
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スペルミンに対して0.23 µMであり、塩基性の高いポリアミンに対する親和性がより高く、
プトレスシンに対する親和性は他のポリアミンに比べると低かった。プトレスシンの取り
込みは、スペルミジン（Ki: 0.78 µM）、スペルミン（Ki: 0.46 µM）により阻害されたが、
L-アスパラギン、L-ロイシン、L-リジン、L-グルタミン酸などのアミノ酸によっては阻害
されなかった。また、プトレスシンの取り込みは DFMO あるいは EGBG によっては阻害
されなかったが、EGBGと同様のAdoMetDC阻害剤であるmethylglyoxal bis(guanylhydrazone)
（MGBG、10 µM）によって約 50％阻害された（データ未発表）。さらに、ポリアミン相
互の関係を確認したところ、スペルミジンの取り込みは、プトレスシン（Ki: 6.7 µM）あ
るいはスペルミン（Ki: 0.44 µM）により阻害され、スペルミンの取り込みは、プトレスシ
ン（Ki: 4.2 µM）あるいはスペルミジン（Ki: 0.38 µM）により阻害された。ポリアミンに
よる阻害様式を Lineweaver-Burk プロットにて解析するとすべて拮抗阻害であった。以上
の成績より、牛リンパ球には 3 種類のポリアミンに共通かつ特異的な輸送系が存在すると
考えられた。このことは、Table 1 に示したように細胞内のポリアミンの欠乏状態がそれぞ
れ異なっていても、取り込み活性の上昇は 3 種類のポリアミンに共通して発現することか
らも支持された。 
 
 
Table 1.  Relationship between polyamine uptake activity and cellular polyamine 
content in bovine lymphocytes 
 
Uptake activities of 
(pmol/min/mg protein) 
Polyamine contents 
(pmol/mg DNA) Addition 
Put Spd Spm Put Spd Spm 
None 
DFMO 
EGBG 
DFMO+EGBG 
3.0 
21.0 
46.8 
46.2 
 7.4 
37.2 
55.0 
56.2 
  3.8 
24.0 
46.7 
50.8 
23.3 
 6.2 
115.0 
  6.5 
32.5 
10.2 
16.2 
10.8 
41.2 
38.5 
21.1 
28.0 
 
Bovine lymphocytes were cultured under the standard conditions with 4 mM DFMO, 0.1 mM EGBG, or 
both. At 36h after addition of ConA, cells were harvested and suspended in NaCl buffer (135 mM NaCl, 
1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM D-glucose, Hepes/Tris, pH7.2). Initial uptake rates of [14C] putrescine 
(Put; 0.1 µCi/mL, 5 µM), [14C] spermidine (Spd; 0.1 µCi/mL, 5 µM) and [14C] spermine (Spm; 
0.1 µCi/mL, 5 µM) and the cellular contents of polyamines were measured as described in Materials and 
Methods. Put, putrescine; Spd, spermidine; Spm, spermine. 
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Table 2.  Kinetic parameters of polyamine uptake in bovine lymphocytes 
 
Kt Vmax Ki 
 Substrate 
(µM) (pmol/min/mg protein) (µM) 
 Putrescine 3.7 49.4 0.78 (Spd) 0.46 (Spm)
 Spermidine 0.38 56.2 6.7 (Put) 0.44 (Spm)
 Spermine 0.23 50.8 4.2 (Put) 0.38 (Spd) 
 
Cells were cultured for 36h in the standard medium containing 4 mM DFMO and 0.1 mM EGBG. Uptake 
assay was performed as described in Materials and Methods. Kinetic constants and inhibitory constants 
(Ki) were estimated from the initial velocity of uptake of labeled polyamines. The Ki values of 
competitive inhibition were determined by varying the substrate concentration in the presence of a fixed 
inhibitor concentration. Put, putrescine; Spd, spermidine; Spm, spermine.  
 
 
2.2.3. ポリアミン輸送系と膜電位 
プトレスシンの取り込みは、見かけの濃度勾配に逆行するので、プトレスシンの取り込
み系の駆動力が何であるかを検討した。反応液にミトコンドリアの電子伝達系の阻害剤で
ある KCN（5 mM）あるいはアンカプラーである dinitrophenol（2 mM）を添加すると、プ
トレスシンの取り込みは 90％阻害された。従って、プトレスシンの取り込みはエネルギー
に依存しているものと考えられた。Table 3 にプトレスシンの取り込みに及ぼす各種イオノ
フォアの影響を調べた結果をまとめた。プトレスシンの取り込みは、プロトノフォアであ
る carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone（CCCP、10 µM）、1 価カチオンに対するイオ
ノフォア gramicidin D（4 µg/mL）により顕著に阻害された。K+に特異的なイオノフォア
valinomycin 単独では阻害されなかったが、20 mM K+共存下ではプトレスシンの取り込み
は 70％阻害された。一方、Na+とプロトンの電気化学的に中性な交換を行う monensin
（5 µg/mL）によっては阻害を受けなかった。これらの結果は、プトレスシンの取り込み
には細胞膜を介する膜電位が関与していることを示唆している。これらのイオノフォアの
膜電位に及ぼす影響を 3,3’-dipropylthiadicarbocyanine（diS-C3）を用いて確認した。膜電位
に由来する diS-C3のクエンチングは CCCP、gramicidin D、K+共存下の valinomycin により
阻害されたが、monensin、valinomycin 単独によっては阻害されなかった。以上の結果は、
ポリアミンの取り込みには膜電位が必要であることを示唆している。なお、プトレスシン
の取り込みは、Ca2+および Mg2+とプロトンの電気的に中性な交換を行う A23187（5 µg/mL）
によっても阻害されたが、蛍光試薬 diS-C3で膜電位を測定した結果、この阻害効果も膜電
位の減少によって説明可能であった。 
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Table 3.  Effect of ionophores on putrescine uptake in bovine lymphocytes 
 
Putrescine uptake  Ionophores Concentration 
(pmol/min/mg protein) (%) 
None  41.3 100 
CCCP 10 µM   8.5   20 
Gramicidin D  4 µg/mL 10.1   25 
Valinomycin 10 µM 48.5 117 
Valinomycin + KCl 10 µM,  20 mM 13.5   33 
Monensin 4 µg/mL 51.5 125 
A23187 10 µM   4.8   12 
 
Cells were cultured for 36h in the standard medium containing 4 mM DFMO and 0.1 mM EGBG. [14C] 
Putrescine (0.1 µCi/mL, 5 µM) uptake was measured as described under Materials and Methods. 
Ionophores were added 5 min before initiating the reaction. CCCP, carbonylcyanide 
m-chlorophenylhydrazone 
 
2.2.4. ポリアミン輸送系に対するイオンの影響 
マウス繊維芽細胞（55）、ラット肝細胞（56）および牛副腎皮質細胞（57）においてプ
トレスシンの取り込みは Na+に依存すると報告されている。Table 4 にプトレスシンの取り
込みに対する 1 価カチオンの影響を調べた結果を示した。反応液中の 135 mM NaCl を同濃
度のLiClあるいは塩化コリンに置換してもプトレスシンの取り込み活性には大きな影響は
見られなかった。従って、牛リンパ球に存在するポリアミン輸送系は Na+に依存しないも
のと考えられた。このことは、プトレスシンの取り込みが Na+に対するイオノフォアであ
る monensin により阻害を受けないことからも支持された。NaCl から KCl に置換するとプ
トレスシンの取り込みは 34%に減少したが、これは高濃度の K+が膜電位を減少させたため
と考えられた。 
ラット肝ミトコンドリアにおいては、スペルミンはリン酸と共に輸送されることが報告
されている（45）。反応液にリン酸ナトリウム（20 mM）を添加しその影響を調べてみる
と、スペルミンの取り込み活性にはリン酸添加による促進作用は認められなかった。また、
重炭酸を添加しても同様に促進効果は認められなかった（データ未発表）。従って、牛リ
ンパ球にはポリアミンと一緒に共輸送される陰イオンは存在しないものと考えられた。 
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Table 4.  Effect of monovalent cations on putrescine uptake in bovine lymphocytes 
 
Putrescine uptake Salts 
(pmol/min/mg protein) (%) 
NaCl  28.1 100 
KCl    9.7  34 
LiCl   24.9  89 
Choline Cl  22.5  80 
 
Bovine lymphocytes were activated by addition of ConA (5 µg/mL) and cultured in the 
standard medium containing 4 mM DFMO and 0.1 mM EGBG. At 36h after addition of 
ConA, cells were washed once with choline buffer (135 mM choline chloride, 1 mM MgCl2, 
2 mM CaCl2, 10 mM glucose and 20 mM Hepes/Tris, pH7.2), and suspended in the same 
buffer. The cells were diluted ten-fold with the assay buffer where choline chloride was 
displaced iso-osmotically by other salts, and [14C] Putrescine (0.1 µCi/mL, 5 µM) uptake 
was measured as described under Materials and Methods.  
 
 
ポリアミンの作用は Mg2+と対応して考えられることが多く、大腸菌においてはスペルミ
ジンの取り込みは Mg2+により阻害される（58）。そこで牛リンパ球のプトレスシンの取り
込みに対する Mg2+など 2 価カチオンの影響を調べた。プトレスシンの取り込みは Mg2+よ
り阻害を受けず、逆に依存性を示した。2 価カチオン濃度とプトレスシン取り込み活性の
関係を Fig. 3 に示した。Mg2+と Mn2+の効果は、ほぼ同程度であり、およそ 3 mM で最大と
なった。Ca2+の効果はこれらに比べて低かった。 
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Fig. 3.  Effect of divalent cations on putrescine uptake in bovine lymphocytes 
Bovine lymphocytes were activated by addition of ConA (5 µg/mL) and cultured in the standard medium 
containing 4 mM DFMO and 0.1 mM EGBG. At 36h after addition of ConA, cells were washed once 
with NaCl buffer (135 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 mM D-glucose, Hepes/Tris, pH7.2), and 
suspended in the same buffer at cell density of 1.5 x 107/mL. [14C] Putrescine (0.1 µCi/mL, 5 µM) uptake 
was measured as described under Materials and Methods. Divalent cations were added at 5 min before 
initiating the reaction. (△): MnCl2, (○): CaCl2, (●): MgCl2. 
 
 
2.2.5. ポリアミン輸送担体の誘導 
Fig. 2 に示されるように ConA 添加後 36 時間経過し、細胞周期の S 期（DNA 合成期）に
あるリンパ球ではプトレスシン取り込み活性が見られるのに対し、ConA 添加による活性
化を行わず、G0期（休止期）にあるリンパ球では、取り込み活性は観察されなかった。そ
こでポリアミン輸送系が細胞周期のどの時期に発現するかを検討した。ポリアミン輸送活
性の ConA 添加後の経時変化を Fig. 4 に示した。ConA のみを添加したリンパ球では、ポリ
アミン生合成の律速酵素である ODC の一過性の発現が ConA 添加後 10 時間をピークとし
てみられ、ほぼ 10 時間後より蛋白質合成の上昇が認められ、20 時間後、DNA 合成が開始
し、36 時間後でピークに達した。DFMO および EGBG を ConA 添加と同時に加えたリンパ
球では、プトレスシン取り込み活性は、ConA 添加後 10 時間より発現し、約 28 時間に最
大値に達した。このようにポリアミン輸送系の発現は、DNA 合成に先立ち、蛋白質合成の
上昇とほぼ一致しており、輸送系は細胞周期においてポリアミンが必要とされる時期に発
現するものと考えられた。 
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Fig. 4.  Time course of expression of putrescine uptake activity during the cell cycle of 
bovine lymphocytes 
Cells were cultured under standard conditions and harvested at each point after ConA addition. In the case 
of putrescine uptake, DFMO (4 mM) and EGBG (0.1 mM) were added to the medium at 0h. Putrescine 
uptake activity, ornithine decarboxylase and [3H] leucine and [3H] thymidine incorporations were assayed 
as described in Materials and Methods. Each point represents the mean of duplicate experiments. (○) 
[3H] Leucine incorporation; (△) [3H] thymidine incorporation; (●) putrescine uptake; (▲) ornithine 
decarboxylase (ODC) 
 
 
ポリアミン取り込み活性の発現時期に対する RNA 合成および蛋白質合成の阻害剤の影
響を調べた結果を Table 5 に示した。actinomycin D（2 µg/mL）および cycloheximide（2 µg/mL）
を ConA 添加後 10 時間、20 時間あるいは 30 時間に培養液に加え、ConA 添加後 36 時間に
おけるプトレスシン取り込み活性を測定した。ポリアミン輸送活性の発現が始まる ConA
添加後 10 時間から処理を行ったリンパ球では、活性の発現はかなり抑制され、20 時間後
に添加したものでは部分的に抑制され、30 時間後に添加したものでは、阻害剤の影響はみ
られなかった。さらに、actinomycin D および cycloheximide を ConA 添加後 10 時間に加え
ると、16 時間における取り込み活性の誘導は阻害されたが、30 時間に加えると 36 時間の
取り込み活性には影響は認められなかった。このときの阻害剤による暴露時間はともに6 時
間である。RNA 阻害剤として 5,6-dichloro-β-D-ribofuranosylbenzenzimidazole（15 µg/mL）を
用いても同様の結果が得られた。以上の結果は、ポリアミンの輸送担体はConA添加後10 時
間より転写レベルから誘導されることを示唆している。 
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Table 5.  Effect of actinomycin D and cycloheximide on induction of putrescine uptake 
activity in bovine lymphocytes 
 
Time Putrescine Uptake Inhibitors 
(h) (pmol/min/mg protein) (%) 
None  38.5 100 
Actinomycin D 10 4.3   11 
(2 µg/mL) 20 11.4   30 
 30 37.2   97 
None  43.5 100 
Actinomycin D 10 10.7   25 
(2 µg/mL) 20 21.1   49 
 30 42.8   98 
 
Bovine lymphocytes were activated by addition of ConA (5 µg/mL) and cultured in the 
standard medium containing 4 mM DFMO and 0.1 mM EGBG. After addition of ConA at 0h, 
actinomycin D or cycloheximide was added to the medium at the time indicated in the table. 
At 36h after ConA addition, cells were harvested, and [14C] Putrescine (0.1 µCi/mL, 5 µM) 
uptake was measured as described under Materials and Methods. 
 
 
 
2.2.6. ポリアミン輸送担体の誘導と DNA 合成の関係 
ポリアミン生合成系の酵素活性は、増殖刺激に応答して増加し、同時に細胞内のポリア
ミン含量も増加する。また、ポリアミンの生合成の阻害剤による DNA 合成の阻害作用は、
細胞内のポリアミン欠乏によって説明され、これは、ポリアミンが細胞増殖に重要な働き
をしていること示す事実のひとつとなっている。そこで、ポリアミン輸送担体の誘導と
DNA 合成との関係を検討した。Fig. 5 は、培地に添加する ConA 濃度を変えてプトレスシ
ンの取り込み活性と DNA 合成との関係を調べた成績を示したものである。ポリアミン生
合成の阻害剤の有無にかかわらず、プトレスシンの取り込み活性と DNA 合成は、ConA 濃
度の増加に応じて、同じ飽和曲線を描き、ほぼ平行の関係で増加した。これらの成績は、
ポリアミン輸送活性の発現が細胞増殖と密接に関連していることを示唆している。 
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Fig. 5.  Relationship between induction of polyamine transporter and DNA synthesis 
Bovine lymphocytes were activated by various concentration of ConA and cultured in the standard 
medium with (●) or without (○) 4 mM DFMO and 0.1 mM EGBG. At 36h after ConA addition, initial 
rates of [14C] putrescine uptake and [3H] thymidine incorporation were measured as described in 
Materials and Methods. 
 
 
2.2.7. ポリアミン添加によるポリアミン輸送担体の発現抑制 
Table 1に示したようにDFMO、EGBG処理によりポリアミン輸送活性は顕著に増加した。
これは細胞内のポリアミン欠乏がポリアミン輸送担体の引き金になっている事を示唆して
いる。そこでポリアミン輸送活性の上昇に、3 種のポリアミンのうちどのポリアミンの欠
乏が重要なのかを検討した。Table 6はリンパ球を無血清培地で培養し、DFMOおよびEGBG
処理を行ってポリアミン欠乏の状態を誘導し、培地に各種のポリアミンを添加してその影
響を調べたものである。なお、無血清培地を用いた理由は、血清中のポリアミンオキシダー
ゼによる影響を除くためである。無血清の条件でも DFMO および EGBG 処理により細胞
内のポリアミン含量は 3 種類とも低下し、ポリアミン取り込み活性は、阻害剤無添加のリ
ンパ球に比べて 5～8 倍に上昇した。このとき培地にスペルミジン（50 µM）あるいはスペ
ルミン（50 µM）を添加し、細胞内のこれらポリアミンの含量を回復させたリンパ球では、
取り込み活性の誘導は抑制された。しかし、培地にプトレスシン（50 µM）を添加し、細
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胞内のプトレスシンを回復させたリンパ球では、取り込み活性の上昇は抑制されなかった。
また、Table 1にあるように血清培地でEGBG処理を行った場合、リンパ球のスペルミジン、
スペルミン含量が低下し、プトレスシン含量は対照の約 5 倍に上昇したが、ポリアミン取
り込み活性は顕著に増加した。これらの成績から、ポリアミンの輸送担体の発現は、プト
レスシンではなく、スペルミジンおよびスペルミン含量により調節されていることを示唆
している。 
 
 
Table 6.  Repression of polyamine transporter by intracellular spermidine and 
spermine 
 
Uptake activities of Polyamine contents 
(pmol/min/mg protein) (pmol/mg DNA)  Addition 
Put Spd Spm Put Spd Spm 
None 6.7 10.4 8.8 25.9 31.4 40.2 
DFMO+ EGBG 49.6 50.1 50.8 7.1 11.0 27.8 
  + 50 µM  Put 35.3 34.9 32.7 73.3 10.1 27.5 
  + 50 µM  Spd   5.3   6.2   5.7 19.4 57.6 25.8 
  + 50 µM  Spm   3.8   3.2   4.3   8.5   5.9 41.0 
 
Bovine lymphocytes were cultured for 36h in the polyamine-free medium containing 4 mM DFMO and 
0.1 mM EGBG. Putrescine (Put), spermidine (Spd) or spermine (Spm) (50 µM) was added at 0h. Initial 
uptake rates of [14C] putrescine (0.1 µCi/mL, 5 µM), [14C] spermidine (0.1 µCi/mL, 5 µM) and [14C] 
spermine (0.1 µCi/mL, 5 µM), and the cellular contents of polyamines were measured as described in 
Materials and Methods 
 
 
2.3. 考察 
大腸菌においてポリアミン取り込みは、pH 勾配と膜電位からなるプロトン駆動力にもと
づく能動輸送であると報告されている（58）。牛リンパ球に存在するポリアミン輸送系は
膜電位を解消するイオノフォアにより阻害されるので膜電位が必要と考えられたが、細胞
内外の pH 勾配はおよそ 0.07 と低く、pH 勾配の関与は除外される。プトレスシン取り込み
に膜電位が必要であることはヒト血小板についても観察されている（59）。リンパ球の膜
電位は－60 mV と報告されているが、これは観察されたポリアミンの濃度勾配を構成する
には十分な値ではない（53）。牛リンパ球のポリアミン輸送は、一方向であり一度取り込
まれたポリアミンの細胞外へ排出はほとんど観察されなかった。これは大腸菌でも見られ
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るポリアミン輸送の特徴である（58）。Watanabe らは、ポリアミンと細胞内酸性物質との
結合定数などを実験で求め、ポリアミンの細胞内分布をシミュレートした（60）。その結
果、ラット肝臓ではスペルミンの 82%が RNA と結合して存在し、9%が DNA と結合し、
フリーのポリアミンはわずか 1％であることを明らかにしている。これらの成績から、牛
リンパ球におけるポリアミン取り込みには細胞内のアニオン性部位が関与しているものと
考えられる。 
Rinehart と Chen は、マウス神経芽細胞のポリアミン輸送系が Na+との共輸送系であるシ
ステム A アミノ酸輸送系により調節されていると指摘している（55）。彼らは、プトレス
シンの取り込みは Na+に依存し、システム A アミノ酸輸送系により輸送されるアミノ酸を
細胞に予め取り込ませると、プトレスシンの取り込みは顕著に促進されると報告している。
また、Auberger らはラット肝細胞において（56）、Feige と Chambaz は牛副腎皮質細胞に
おいて（57）プトレスシンの取り込みは、低濃度で飽和して Na+に依存する成分と飽和せ
ずに Na+に依存する成分の総和からなると報告している。牛リンパ球におけるポリアミン
輸送系にはこの事実は当てはまらなかった。プトレスシンの取り込みは Na+に依存せず、
アミノ酸の蓄積による活性の促進はみられなかった。また、Toninello らはラット肝ミトコ
ンドリアにおいては、スペルミンはリン酸輸送と共輸送されると報告しているが（45）、
牛リンパ球では反応液中にリン酸イオンあるいは重炭酸イオンを加えてもポリアミン輸送
活性には影響はみられなかった。従って、細胞レベルではポリアミンと共輸送される陰イ
オンの存在は考えられない。牛リンパ球におけるポリアミン取り込みは、2 価カチオンに
依存してみられたが、Pohjanperto のヒト繊維芽細胞を用いた報告にも、2 価カチオンに促
進効果が認められた（39）。2 価カチオンの効果については、輸送系を活性化させている
のか、別の機構により効果を示しているのか不明であり、今後の研究を待たなければなら
ない。 
Porter らは、L1210 細胞を用いてポリアミン輸送系に対する基質の親和性についてポリ
アミンおよびポリアミンの構造類似体を用いて検討している（61）。彼らは、基質の親和
性はアミノ基を含む炭素鎖の数が多くなるほど強くなり、また基質の特異性はアミノブチ
ル基にあり、アミノプロピル基に対する親和性は低いと報告している。牛リンパ球におい
ては、各ポリアミンにたいする見かけの Kt 値は、プトレスシンに対して 3.7 µM、スペル
ミジンに対して 0.38 µM、スペルミンに対して 0.23 µM であった。これらの結果は、アミ
ノ基を含む炭素鎖の数が多くなるほど強くなるという彼らの見解を支持するものであった。 
牛リンパ球のポリアミン取り込み活性は、DFMO および EGBG を培養液に添加し、ポリ
アミン生合成を阻害することによって著しく誘導された。DFMO 処理によりポリアミン取
り込み活性が増加する例は、エーリッヒ腹水がん細胞（62）、前立腺がん細胞（63）、マ
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ウス神経芽細胞（55）で報告されている。これは、ポリアミンの供給が細胞外からの取り
込みのみ制限されたためであり、細胞にはポリアミンの必要状況に応じて、その取り込み
活性を増加させる機構が存在していると考えられる。また、牛リンパ球を用いてポリアミ
ン輸送系の発現経過を調べた結果、輸送系の発現は DNA 合成に先立ち、蛋白質合成およ
び細胞内ポリアミン含量の増加とほぼ一致しており、細胞周期においてポリアミンが必要
とされる時期に発現するものと考えられた。 
細胞内のポリアミン含量が増加すると ODC、AdoMetDC の活性が急速に減少する。細胞
内のスペルミジンあるいはスペルミン含量が両酵素の合成を翻訳レベルでネガティブに調
整し、低濃度のポリアミンは両酵素の合成を促進するが、高濃度では阻害すると報告され
ている（64, 65）。プトレスシンは細胞内に高度に蓄積されると ODC の活性を阻害するが、
in vitro では ODC あるいは AdoMetDC の mRNA の翻訳を阻害しない（66, 67）。また、MGBG
処理を行った細胞でみられる ODC と AdoMetDC の量的な増加は、mRNA の合成を伴わな
いと報告されている（68）。このように細胞内のポリアミン含量の変化に応じて短時間で
起こる調節は、mRNA の翻訳レベルで起こると考えられている。しかし、種々の増殖刺激
により引き起こされる ODC および AdoMetDC の誘導は転写レベルからの mRNA 合成速度
の増加に由来すると考えられている（1-3）。牛リンパ球を用いた今回の成績からは、増殖
刺激によって誘導されるポリアミン輸送系の発現は、細胞内のスペルミジンあるいはスペ
ルミン含量により転写レベルからネガティブに調節されていることが明らかとなった。プ
トレスシンの効果については、ODC および AdoMetDC の調節効果と比べると興味深く、
ポリアミン輸送系の発現と両酵素の発現には、同様の調節機構が働いている可能性が示唆
された。 
- 23 - 
3. ミトコンドリアによるポリアミン輸送機構とチトクローム C 放出 
動物細胞では、ミトコンドリアにもポリアミンに特異的な取り込み系が存在しているこ
とが報告されている（45, 46）。その一方、細胞内ポリアミン濃度の顕著な上昇は、ミト
コンドリアからのチトクローム C 放出を惹起し、アポトーシスを誘導することが報告され
ており、ミトコンドリアにおけるポリアミン取り込みは、厳密に制御されているのと考え
られる（47）。 
そこで、ラット肝臓より調製したミトコンドリアを用いて、ポリアミンの取り込み機構
の特性について検討し、また、ポリアミンの取り込みとアポトーシスに関係しているチト
クローム C 放出の関連性に関して検討した。 
 
3.1. 材料と方法 
3.1.1. ラット肝臓ミトコンドリアの分離 
雄性 F344 ラット（体重：200～300 g）を一夜絶食した後、エーテル麻酔下で開腹し、腹
部大静脈を切開し、胸部大動脈から氷冷した調製用 buffer（0.22 M D-mannitol、0.07 M sucrose、
0.5 mM EGTA、5  mM Hepes-NaOH、pH7.4）を約 50 mL 注入して肝臓を還流した。肝臓を
分離し、洗浄後にその重量を測定した。以降の操作は、すべて氷冷下あるいは 4°C の条件
下で実施した。肝臓は眼科用ハサミを用いて 1 mm3程度の大きさに切り刻んだ後、調製用
buffer に懸濁し（10 mL/g liver）、Dounce homogenizer（loose）を用いて 16 回ストロークす
ることによりホモゲナイスした。得られた懸濁液は、ガーゼを通して組織片を除いた後、
600 x g で 10 分間遠心し、その上清をさらに 5,000 x g で 10 分間遠心した。やわらかい沈殿
を含む上清を捨て、しっかり沈んだ沈殿を調製用 buffer に再懸濁して 5,000 x g で 10 分間
遠心した。さらに沈殿を調製用 buffer に懸濁後、2,000 x g で 2 分間、5,000 x g で 10 分間続
けて遠心した。この沈殿をミトコンドリア分画とし、取り込み活性測定の直前にアッセイ
用 buffer に懸濁した（2 mL/g liver）。 
  
3.1.2. ミトコンドリアによるポリアミン取り込み活性の測定 
ポリアミン取り込み活性は、オイル層をとおす遠心分離法によって測定した。ミトコン
ドリア分画は、アッセイ用 buffer（200 mM Sucrose、5 mM succinate、2 mM phosphate、1.25 µM 
rotenone、10 mM Hepes/Na、pH7.4）に懸濁し、このミトコンドリア懸濁液に 14C 標識ポリ
アミン（0.1 mM、1 mCi/mmol）を添加することで反応を開始した。反応温度は 25°C とし
た。所定の時間に 0.8 mL のミトコンドリアを含む反応液を 0.5 mL のオイル層（臭化メチ
ル）に重層し、14,000 x g で 2 分間遠心した。反応液からなる上清をアスピレターで除いた
後、オイル層の中に沈殿となったミトコンドリアを遠心管の先端を切り取ることで、1% SDS
を含むシンチレーターバイアルに移し、超音波でミトコンドリアを破壊した後、Triton-toluene
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系シンチレーターを用いて放射活性をカウントした。ポリアミンの取り込み反応の初速度
は、反応開始後 5、10 および 15 分後のポリアミン取り込み量を測定し、その傾きから得ら
れた単位時間当たりの取り込み量とミトコンドリアの全蛋白質量から算出した。 
 
3.1.3. チトクローム C 放出 
チトクローム C 放出は、ポリアミン取り込み活性の測定と同じ条件で測定した。ミトコ
ンドリアを遠心により集めた後、上記アッセイ用 buffer に懸濁されたミトコンドリアに非
標識ポリアミン（0.1 mM）を添加することで開始した。反応温度は 25°C とした。所定の
時間に 0.8 mL のミトコンドリアを含む反応液を 0.5 mL のオイル層（臭化メチル）に重層
し、33,000 x gで7分間遠心した。一定量の反応上清をSDS-PAGEにて分離した後、Immobilon 
transfer membrane（Millipore）にブロッティングした。マウス抗ラットチトクローム C 抗体
（IgG、Amersham Biosciences）を 1 次抗体、ペルオキシダーゼ標識抗マウス IgG 抗体を 2
次抗体、ECL™ Western blotting detection reagents（Amersham Biosciences）をペルオキシダー
ゼの発光基質として用い、LAS-1000 plus luminescent image analyzer（Fiji Film）で発光を検
出してチトクローム C を定量した。 
 
3.2. 結果 
3.2.1. ミトコンドリア によるスペルミンの取り込みの特性 
ミトコンドリアによる[14C]スペルミン取り込みの時間経過を Fig. 6 に示した（スペルミ
ンの濃度は 0.1 mM）。スペルミンの取り込みは、呼吸基質として加えたコハク酸が必須で、
エネルギー依存的であり、また、プロトノフォアである CCCP により顕著に阻害された。
スペルミンの取り込み活性は、温度依存的であり、30°C では観察されたが 4°C では観察さ
れなかった。スペルミン取り込み反応の途中で、反応液に高濃度の非標識スペルミン（10 mM）
を添加すると、ミトコンドリアに取り込まれた放射活性は急速に減少した。これは、リン
パ球において、一度取り込まれたポリアミンは細胞外のポリアミンとは交換せず、ポリア
ミンの取り込みが見かけ上一方向であったのと対照的であった。 
Table 7 にポリアミン取り込み活性のキネティクスパラメータを示した。各ポリアミンに
たいする見かけのKt値は、プトレスシンに対して1.04 mM、スペルミジンに対して0.28 mM、
スペルミンに対して 0.17 mM であり、塩基性の高いポリアミンの方がより親和性が高く、
プトレスシンに対する親和性は他に比べると低かった。また、プトレスシンの取り込み活
性は、スペルミジンおよびスペルミンの取り込み活性に比べて低くかった。スペルミンの
取り込みは、プトレスシン（Ki: 1.23 mM）、スペルミジン（Ki: 0.27 mM）により阻害され
たが、各種アミノ酸の添加によっては阻害されなかった。それぞれのポリアミンが互いに
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他のポリアミンの取り込みを阻害し、ポリアミンによる阻害様式について Lineweaver-Burk
プロットを用いて解析すると、阻害様式は拮抗的であり、3 種のポリアミンは共通の輸送
系によってミトコンドリア内に運ばれるものと考えられた。 
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Fig. 6.  Spermine uptake in rat liver mitochondria 
Rat mitochondria were suspended in the assay buffer (200 mM sucrose, 5 mM succinate, 2 mM 
phosphate, 1.25 µM rotenone, 10 mM Hepes/Na, pH7.4). Uptake was initiated by addition of 
[14C] spermine (0.1 mM, 1 mCi/mmol) to the suspension, and carried out at 25°C. CCCP (○) or 10 mM 
spermine (●) was added 9 min after initiation of the uptake reaction. Each point represents average of 
triplicate experiments. Standard error is with in range of 10% for each point. 
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Table 7.  Kinetic parameters of polyamine uptake in mitochondria 
 
Kt Vmax Ki  Substrate 
(mM) (nmol/min/mg protein) (mM) 
 Putrescine 1.04 ± 3.7 2.33 ± 0.32 0.31 ± 0.06 
(Spd) 
0.25 ± 0.05 
(Spm) 
 Spermidine  0.28 ± 0.04 4.42 ± 0.51 1.18 ± 0.11 
(Put) 
0.24 ± 0.06  
(Spm) 
 Spermine 0.17 ± 0.04 4.59 ± 0.39 1.23 ± 0.15 
(Spm) 
0.27 ± 0.08  
(Spd) 
 
Uptake assay was performed as described in Materials and Methods. Kinetic constants and inhibitory 
constants (Ki) were estimated from the initial velocity of uptake of labeled polyamines. The Ki values of 
competitive inhibition were determined by varying the substrate concentration in the presence of a fixed 
inhibitor concentration. Put, putrescine; Spd, spermidine; Spm, spermine.  
 
 
 
3.3. スペルミンの取り込みとシトクローム C の放出 
ラットの肝ミトコンドリアにおけるスペルミンそしてスペルミジンの含量は、それぞれ
3.5 および 1.8 nmol/mg protein であり、ミトコンドリアの比容積が 2.9 µL/mg protein である
とのデータから、ミトコンドリア内のスペルミンおよびスぺルミジンの濃度は、それぞれ
1.21 および 0.62 mM であると推定されている（69）。ミトコンドリアによるスペルミンの
取り込み活性は高く、取り込みによりミトコンドリアからチトクローム C 放出を惹き起こ
す可能性が考えられた（47）。そこで、ミトコンドリアによるスペルミンの取り込み、お
よびチトクローム C 放出を種々の条件にて比較検討した（Fig. 7）。 
プロトノフォアである CCCP、膜電位の形成を阻害する valinomycin およびリン酸輸送の
阻害剤である marsaryl は、ミトコンドリアによるスペルミンの取り込みを強く阻害した。
PTP（permeability transition pore）の開口の阻害剤と知られる cyclosporin A は、スペルミン
の取り込みに影響を与えなかった。ミトコンドリアからのチトクローム C 放出は、スペル
ミンの取り込みの活性と同様の影響を受け、CCCP、valinomycin および marsaryl はチトク
ローム C 放出を阻害した．また、cyclosporine A は影響を与えなかった． 
チトクローム C 放出作用は、スペルミン＞スペルミジンの順に強かったが、プトレスシ
ンではほとんど検出されなかった（データ未発表）．以上の成績から、ラット肝ミトコン
ドリアには、ポリアミンに特異的な取り込み系が存在するが，細胞内でフリーのスペルミ
ン、スペルミジン濃度が上昇するとチトクローム C 放出が起こることが示唆された． 
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今回の実験条件では、25°C で 20 分の反応時間の後、チトクローム C の約 15%がミトコ
ンドリアから放出された（データ未発表）。Table 7 で示されている成績から判断すると、
ポリアミンの取り込み活性は高く、ミトコンドリアのポリアミン含量を最適のレベルで維
持し、アポトーシスの誘導を避ける抑制的に働く調節因子の存在を強く示唆している。 
 
 
Fig. 7.  Effect of ionophores, marsaryl and cyclosporine A on spermine uptake by 
mitochondria (A) and release of cytochrome c from mitochondria (B) 
Chemicals used were 1 µM CCCP, 3 µM valinomycin, 50 µM marsaryl and 1 µM cyclosporin A. 100% 
activity of spermine uptake was 0.85 ± 0.13 nmol/min/mg protein.  Cytochrome C released was measured 
as described in Material and Methods.  Data are shown as mean ± S.E. of triplicate determinations. 
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3.4. スペルミンの取り込みに対するイオンの影響 
ミトコンドリア のポリアミン含量を最適のレベルで維持し、アポトーシスの誘導を避け
る抑制的に働く調節因子の候補を検討した。 
Fig. 8 に示されているように無機リン酸の減少、1 価カチオン（Na+および K+）または
Mg2+の濃度の増加は、ミトコンドリアによるスペルミンの取り込みを顕著に阻害した。従っ
て、ミトコンドリアによって最適のスペルミンの取り込みを維持するために 1 価カチオン
や Mg2+が抑制的な調節因子として作用していることが示唆された。 
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Fig. 8.  Factors influencing spermine uptake by mitochondria 
Spermine uptake was measured in the presence of various concentrations of cations.  100% activity of 
spermine uptake was 0.78 ± 0.11 nmol/min/mg protein.  Data are shown as mean ± S.E. of triplicate 
determinations. 
 
 
3.5. スペルミンによるシトクローム C 放出に及ぼす Mg2+の影響 
ポリアミンの作用は Mg2+と対応して考えられることが多い。そこで、Mg2+の濃度依存性
について検討した。Fig. 9 に示されているように Mg2+の抑制効果は、スペルミンの取り込
みに比べ、シトクローム C 放出に対してより強い傾向がみられた。生理的な濃度範囲の
Mg2+はアポトーシスを引き起こさずに、ミトコンドリア内のポリアミン濃度を適切に維持
できる可能性を示唆している。 
 MgCl2  MgCl2 
- PO32- 
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Fig. 9. Effect of Mg2+ on spermine uptake by mitochondria (A) and release of 
cytochrome c from mitochondria (B) 
Spermine uptake and cytochrome C released was measured in the presence of various concentrations of 
Mg2+ as described in Material and Methods.  Data are shown as mean ± S.E. of triplicate determinations. 
 
3.6. 考察 
ミトコンドリアにもポリアミンに共通で特異的な輸送系が存在するが、同時にチトクロー
ム C 放出を導く。スペルミンがミトコンドリアによって取り込まれ、その蓄積がミトコン
ドリアからのチトクローム C 放出を通じてアポトーシスを惹き起こすので、ミトコンドリ
アによるスペルミン取り込みをネガティブに制御する調節因子の存在が強く示唆された。
検討の結果、Na+、K+および Mg2+がミトコンドリアのスペルミン取り込みを阻害する因子
であることを明らかにした。ポリアミンのミトコンドリアへの取り込みと、チトクローム
C 放出は完全に共役しているかは不明であり、Mg2+による抑制効果は、チトクローム C の
放出に対してより強く、生理的な濃度範囲の Mg2+はアポトーシスを引き起こさずに、ミト
コンドリア内のポリアミン濃度を適切に維持できる可能性を示唆している。 
一方、ミトコンドリアによるポリアミン取り込みの Kt 値は、細胞のそれに比べて非常
に高い。例えば、ミトコンドリアおよび牛リンパ球におけるスペルミジン取り込みの Kt
値は、それぞれ 280 µM および 0.38 µM であるが、ラット肝細胞中のフリーなスペルミジ
ン濃度は 40～50 µM であると推測されている。この濃度は、Kt 値に比べてずっと低く、ミ
トコンドリアへのポリアミン取り込みは通常の状態では、非常に低いレベルに抑えられて
いることを示唆している。 
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4. ポリアミン輸送活性に対するアンチザイム発現の影響 
ポリアミン生合成の律速酵素であるオルニチン脱炭酸酵素（ODC）の分解を促進するア
ンチザイム（AZ）の発現は、ポリアミンの取り込み活性を阻害することが報告されている
（43）。AZ には翻訳の開始部位の違いにより、2 つアイソザイム（24.5 kDa と 29 kDa）が
存在し、29 kD の AZ にはミトコンドリアへのシグナルペプチドが存在する。この 2 つのア
イソザイムが細胞およびミトコンドリアへのポリアミン取り込み活性に及ぼす影響を検討
した。 
 
4.1. 材料と方法 
4.1.1. プラスミドの構築 
プラスミド pGEM-AZ∆T205 は、慈恵医科大学松藤博士から譲って頂いた。このプラス
ミドは、翻訳フレームシフト部位の 1 塩基 T を除き（19）、第 1 の開始コドン ATG 周囲
の配列を CGGATGG から Kozak sequence ACCATGG（71）に改変したラット AZ 遺伝子を
含でいる。 
pGEM-AZ∆T205を鋳型として以下に示すプライマーを用いてPCRを行い、5’側にAflII site、
3’側に XbaI site を持つ AZ∆T205 フラグメントを得た（pTracer-AZ∆T205）。 
5’-ATACTTAAGCCATGGTGAAATCCT-3’（Afl-AZ） 
5’-AGAAACCTTTATCTAGAATTAAAGCCA-3’（AZ-Xba） 
pGEM-AZ∆T205 を鋳型とし、以下に示す 4 つのプライマーを用いて 2 step PCR 法により
5’側に AflII site、3’側に XbaI site を持つ AZ∆T205∆AUG2 フラグメントを得た。 
5’-ATACTTAAGCCATGGTGAAATCCT-3’（Afl-AZ） 
5’-TGACTAAGAAGCGGCAAGGTGCGGCTGGCGTGA-3’（3’-A100T） 
5’-TCACGCCAGCCGCACCTTGCCGCTTCTTAGTCA-3’（5’-A100T） 
5’-AGAAACCTTTATCTAGAATTAAAGCCA-3’（AZ-Xba） 
pGEM-AZ∆T205 を鋳型として以下に示すプライマーを用いてPCRを行い、5’側にAflII site、
3’側に XbaI site を持つ AZ∆T205∆AUG1 フラグメントを得た。 
 5’-ATACTTAAGCCTTGGTGAAATCCT-3’（Afl-AZ/A1T） 
 5’-AGAAACCTTTATCTAGAATTAAAGCCA-3’（AZ-Xba） 
pGEM-AZ∆T205 を鋳型として以下に示すプライマーを用いてPCRを行い、5’側にKpnI site、
3’側に XbaI site を持つ AZ∆T205 Non-Kozak フラグメントを得た。 
5'-TAGGTACCGGATGGTGAAATCCT-3'（Kpn-nAZ） 
5’-AGAAACCTTTATCTAGAATTAAAGCCA-3’（AZ-Xba） 
作製した AZ∆T205、AZ∆T205∆AUG2、AZ∆T205∆AUG1、AZ∆T205 Non-Kozak フラグメ
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ントは、それぞれ pTracer-CMV（Invitrogen）のマルチクローニングサイトに挿入した。 
pGEM4Z-AZ∆T205 を鋳型として、以下に示すプライマーを用いて、5’側に NdeI site、3’ 側
に HindIII site を持つ AZ1-227 フラグメントを得た。 
5’-TAGTCAGCATATGGTGAAATCCT-3’（Nde-AZ1）
5’-CCAAAGCTTGAGTGTGACAAACACA-3’（AZH3） 
pGEM4Z-AZ∆T205 を鋳型として、以下に示すプライマーを用いて、5’側に NdeI site、3’ 側
に HindIII site を持つ AZ34-227 フラグメントを得た。 
5’-TAGTCAGCATATGCCGCTTCTTA-3’（Nde-AZ2） 
5’-CCAAAGCTTGAGTGTGACAAACACA-3’（AZH3） 
AZ1-227、AZ34-227 フラグメントは、それぞれ pT7-7 のマルチクローニングサイトに挿
入した。 
作製したプラスミドで大腸菌 DH5αを形質転換し、導入されたプラスミドを QIAGEN 
Plasmid Midi kit（QIAGEN）を用いて精製した。構築した全ての遺伝子の塩基配列は、ジ
デオキシシークエンス法により確認した（Seq 4 x 4 personal sequencing system、Amersham 
Biosciences）。 
 
4.1.2. 細胞の培養と継代 
マウス乳がん FM3A 細胞を親株として確立した ODC 過剰産生株 EXOD-1 細胞（参考文
献：2）は 2% 非動化牛胎児血清、100 units/mL ペニシリン G、50 units/mL ストレプトマイ
シン、50 mg/L ゲンタマイシンおよび 5 mM DFMOを含む ES培地（Nissui Pharmaceutical Co.）
で 95% air/5% CO2、37°C の条件下、1 x 104 – 1 x 106 cells/mL の範囲内で培養、継代を行っ
た。実験に用いる細胞については、DFMO を除いた培地で培養を行った。 
NIH3T3 細胞は 5%非動化牛胎児血清、100 units/mL ペニシリン G、50 units/mL ストレプ
トマイシンを含む DMEM（Nissui Pharmaceutical Co.）で 95% air/5% CO2、37°C の条件下、
培養、継代を行った。 
 
4.1.3. NIH3T3 細胞の一過性遺伝子発現 
NIH3T3 細胞（1.5 x 106 cells）には、種々の pTracer-AZT205 プラスミド、ベクター
pTracer-CMVをLIPOFECT AMIN PLUS各2 µgを用いて遺伝子導入した。操作は、LIPOFECT 
AMINE PLUS Kit（Invitrogen）のプロトコールに従って実施した。細胞は、遺伝子導入開
始後 18 時間培養した。 
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4.1.4. Western blotting 法によるアンチザイムの検出 
NIH3T3細胞からのミトコンドリア画分、細胞質画分の分離は以下の通りに行った。NIH3T3
細胞（3 x 10 7 cells）をリン酸緩衝生理食塩液で洗浄後、細胞体積の 9 培量の buffer（1 mM 
DTT、50 µM FUT-175、5 mM Tris-HCl、pH7.5）に懸濁し、凍結・融解を 4 回繰り返した後、
1,000 x g、4°C で 10 分間遠心した。上清をさらに 33,000 x g、4°C で 7.5 分間遠心し、沈殿
を 3 倍量の buffer に懸濁して再び 33,000 x g、4°C で 8 分間遠心を行った。得られた沈殿を
ミトコンドリア画分とした。ポストミトコンドリア画分を 78,000×g、4°C で 100 分間遠心
して得られた上清を細胞質画分とした。 
ミトコンドリア画分には 1 x SDS-PAGE sample buffer、細胞質画分には 5 x SDS-PAGE 
sample buffer を加えて煮沸し、SDS-PAGE を行うことにより蛋白質を分離した。検出には
20 µg の蛋白質を用いた。分離後、Immobilon P メンブレン（Millipore）に蛋白質を転写し
た。免疫染色は、PlotBlot Western Blot AP System （Promega） のプロトコールに従って行っ
た。AZ ORF2 に対する抗体（IgG 画分）は Helsinki 大学の Olli A. Jänne 先生の御好意によ
り供与して頂いた。 
 
4.1.5. ウサギ網状赤血球の無細胞系 （rabbit reticulocyte lysate）を用いた in vitro 蛋白質
合成とアンチザイムの in vitro 分解の測定 
pGEM-AZ∆T205 を EcoRI でリニアライズし、mMESSAGE mMACHINE T7 in vitro 
transcription Kit（Ambion）のプロトコールに従って Capped mRNA を作製した。 
ポリアミンフリーのウサギ網状赤血球無細胞系の調製は、Ohnishi らの方法（72）に従っ
た。蛋白質合成およびフルオログラフィーは Ito らの方法（73）に従い、調製した mRNA
を用いて 20 µL、33°C、20 分間で反応を行った。合成された蛋白質の解析には、Fuji Analyzer 
BAS 2000（Fuji Film）を用いた。 
同様の方法により合成したAZを用いて、in vitro 分解の測定を行った。合成したAZ（10 µL）
を 25 µL の無細胞系および ATP-regenerating system buffer（5 mM MgCl2、50 mM KCl、1 mM 
DTT、1 mM ATP、10 mM phosphocreatine、0.05 µg/mL creatine kinase、1 µM cycloheximide、
10 mM Hepes-KOH、pH 7.5）と混和して最終容量 140 µL として 30°C で反応を実施した。
一定時間後その 25 µL を採取し、SDS-PAGE を行って分析した。 
 
4.1.6. NIH3T3 細胞によるポリアミン取り込み活性の測定 
NIH3T3細胞 （3 x 106 cells）を 1 mLの NaCl buffer（135 mM NaCl、1 mM MgCl2、2 mM CaCl2、
10 mM glucose、20 mM Hepes-Tris、pH7.2）で 30°C、5 分間プレインキュベーションした後、
10 µM [14C]スペルミン（1.48 GBq/ mmol）を添加した。一定時間経過後に 0.4 mM スペルミ
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ンを含むリン酸緩衝生理食塩液（PBS）を 1 mL 加えて反応を停止させ、0.2 mM スペルミ
ンを含む 2 mL の PBS で 2 回洗浄した後、Renilla luciferase assay lysis buffer（Promega）を
0.5 mL 加え、細胞を回収した。この細胞液を 4 mL の Triton-toluene 系シンチレーターに加
えよく混合し、液体シンチレーションカウンターで取り込まれた[14C]スペルミン量を測定
した。 
 
4.1.7. アンチザイムを過剰発現させた大腸菌 BL21（DE3）の可溶性画分の調製 
pT7-7、pT7-7-AZ1-227またはpT7-7-AZ34-227によって形質転換された大腸菌BL21（DE3）
を 50 mL の LB-amp 培地（1.0% Triptone、0.5% Yeast extract、0.5% NaCl、0.01% Ampicillin）
を用いて 27°C で一晩前培養をした。続いて 1 L の LB-amp 培地に移して 37°C で OD600が
0.6 になるまで培養し、0.5 mM の濃度で IPTG（Isopropyl-thio-β-D-galactopyranoside）を添
加し、さらに 3 時間培養を行った。菌を回収し、40 mL の wash buffer（1 mM EDTA、50 mM 
Tris-HCl、pH8.0）を用いて洗浄した後、100 mL の buffer A（1 mM EDTA、5% Glycerol、1 mM 
DTT、10 µM FUT-175、10 µM E-64-C、50 mM Tris-HCl、pH8.0）に懸濁した。リゾチーム、
Triton X-100 をそれぞれ最終濃度 0.1 mg/mL または 0.1%になるように添加し、30°C で 15 分
間反応させた後、超音波により菌を破砕した。その後 18,000 x g、4°C で 30 分間遠心し、
得られた上清を可溶性画分とした。 
 
4.2. 結果 
4.2.1. 24.5 および 29kDa の 2 つのアンチザイムの発現量と細胞内の局在 
AZ の mRNA は翻訳開始コドンを 2 つ持つことから、2 種類の AZ（24.5 kDa と 29 kDa）
が合成される（Fig. 10A）（19）。また、29 kDa の N 末端側には、ミトコンドリアへの移
行シグナルが存在し、ミトコンドリアへも分布することが示唆されている（48）。そこで、
2 種の AZ の細胞内レベルと局在を比較検討した。AZ の発現量は、通常の細胞では非常に
低く、Western blotting で検出されなかったことから、ODC の過剰発現株である EXOD-1 を
用いて最初に検討した。Fig.  10B に示されているように EXOD-1 では 24.5 kDa の AZ が量
的に優勢なアイソザイムであった。この原因の一つは、第 2 の開始コドン AUG 付近に翻
訳効率の高いKozak配列が存在し、第2の開始コドンに存在しないためと考えられた（73）。
さらに、2 つの AZ アイソホームの機能を知るために、第 1 の開始コドン周囲の核酸配列を
Kozak配列に改変した後、改変AZ遺伝子をNHI3T3細胞に導入し、その一時的な発現によっ
て 2 つの AZ の発現量を調べた。同時に、一方の翻訳開始コドンを一つ欠損させた AZ 遺
伝子（AZ∆AUG1、AZ∆AUG2）（Fig. 10A）を作製し、同様にして NIH3T3 細胞に発現さ
せた。遺伝子導入していない NHI3T3 細胞では AZ は検出されなかったので NHI3T3 細胞
では、外から遺伝子導入された AZ の一過性の発現のみが検出可能であった（Fig.   10B）。
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第 1 の開始コドン周囲の核酸配列を最適な Kozak 配列に改変した場合、29 kDa の AZ の発
現量は、24.5 kDa の AZ より高かった。29 kDa の AZ 発現は細胞質のみではなくミトコン
ドリアにも認められたが、24.5 kDa の AZ 発現は細胞質に限られていた（Fig. 10B）。これ
は、第 2 の開始コドンを欠損させた遺伝子（AZ∆AUG2）を NHI3T3 細胞導入した場合も同
様であった。ミトコンドリア蛋白質量は細胞質蛋白質に対して約 4%であったので、29 kDa
の AZ の約 4～10％がミトコンドリアに分布していたことになる。これは、免疫蛍光顕微
鏡検査によって得られたミトコンドリアに分布する 29 kDaの AZ比率として報告された値
に近かった（44）。AZ∆AUG1 の mRNA によってコードされた 24.5 kDa の AZ が NIH3T3
細胞に発現された場合、主として細胞質に分布していた（Fig.  10B）。 
24.5 kDa の AZ の発現量が 29 kDa の AZ に比べて高い理由をさらに詳細に検討した。ま
ず、ODC 過剰発現株である EXOD-1 細胞の場合と同じように、NIH3T3 細胞においても
24.5 kDa の AZ が主な AZ として存在しているのかを検討した。第 1 の開始コドン付近の核
酸配列を Kozak 配列ではない元の配列（Fig. 10A）に戻したとき、24.5 kDa の AZ が主要な
AZ として発現された（Fig. 11A）。また、スペルミジン が第 2 開始コドンの優先認識に強
くかかわっていた。ポリアミンフリーのウサギ網状赤血球無細胞系を用い、第１開始コド
ン周囲に Kozak 配列を持っている AZ∆T205 mRNA から AZ を合成させると、0.2 mM スペ
ルミジンは 1.25 mM MgCl2の共存下で（Mg2+の生理的な濃度に近い）、24.5 kDa の AZ の
合成を促進した（Fig.  11B）。しかし、スペルミジン非存在下、Mg2+ の存在下で AZ の合
成量を検討すると、29 kDa の優先的な合成が観察された（データ未発表）。24.5 kDa の
AZが優勢である別の要因として29 kDa のAZに対する安定性の差が考えられている（73）。
そこで、ウサギ網状赤血球無細胞系を用いて合成したAZの安定性をATP-regenerating system
の cell-free 系で検討した。Fig. 11C に示すように、24.5 kDa の AZ は 29 kDa の翻訳産物よ
り安定であり、分解されにくかった。 
以上の結果より、細胞内に主に 24.5 kDa の AZ が存在するのは、24.5 kDa の合成が優先
されること、スペルミジンによる優先的な翻訳促進、および蛋白質の安定性の差に基づく
ものと考えられた。 
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Fig. 10.  Structure of antizyme gene and cellular localization of antizymes 
(A) The NH2-terminal amino acid sequences, nucleotide sequence of antizyme gene around initiation 
codons and the constructs of antizyme genes used in the experiments were shown.  The nucleotide 
sequence around the first initiation codon AUG was changed to an optimal Kozak sequence.  This was the 
main construct used for the experiments.  Asterisk indicates the presence of the initiation codon AUG.   
(B) For Western blotting, 20 µg protein of cytoplasmic (C) and mitochondrial (M) fractions prepared 
from various cells shown in the figure was used.  NIH3T3 cells were transfected with the plasmids shown 
in Fig. 10A.  As a marker of cytoplasmic and mitochondrial protein, IκB and F1β were used.  Antibodies 
against IκB-α and F1β were purchased from Santa Cruz Biotech. and Affinity BioReagents, Inc. 
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Fig. 11.  Factors influencing the level of two forms of antizyme 
(A) NIH3T3 cells were transfected with pTracer-AZ∆T205 having the original sequence or optimal 
Kozak sequence around the first initiation codon AUG and Western blotting was performed using 20 µg 
protein of cytoplasmic and mitochondrial fractions.  (B) AZ∆T205 mRNA having an optimal Kozak 
sequence at the first initiation codon AUG was used for in vitro AZ synthesis.  AZ synthesis was 
performed in the presence of 0.2 mM spermidine and various concentrations of Mg2+ shown in the figure.  
(C) Stability of AZ was examined in the presence of 3 µM cycloheximide as described in Material and 
Methods. 
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4.2.2. 24.5および 29 kDaのアンチザイムの発言が NIH3T3細胞における ODC活性および
スペルミン取り込みに及ぼす影響 
変異 AZ を一過性に発現させた NIH3T3 細胞を用い、2 種類の AZ（24.5 kDa と 29 kDa）
の ODC 活性に対する効果を検討した。Fig. 12A に示すように 24.5 kDa および 29 kDa の AZ
の発現はともに ODC の活性を顕著に減少させた。次に、NIH3T3 細胞によるスペルミンの
取り込みに及ぼす両 AZ の効果を検討した。Fig. 12B に示されているように、スペルミン
の取り込みは 24.5 kDa および 29 kDa の AZ によってほぼ同程度に抑制された。以上の結果
より、29 kDa の AZ は 24.5 kDa の翻訳産物と同様に ODC の活性の発現を阻害し、ポリア
ミンの細胞内への取り込みを阻害するものと考えられた。これらの結果は、AZ のアミノ
酸配列のうち、119-144 および 211-216 の位置のアミノ酸配列が ODC およびポリアミン輸
送系のネガティブレギュレーションに必須であるとの成績を支持している（43）。 
 
Fig. 12.  ODC activity and spermine uptake activity in NIH3T3 cells transfected with 
various antizyme genes 
NIH3T3 cells were transfected with pTracer-AZ∆T205 having a mutation at the initiation codon AUG 
shown in Fig. 10B or vector pTracer-CMV (Control), and ODC activity (A) and spermine uptake activity 
(B) were measured as described in Material and Methods using the cells cultured for 18 h.  Data are shown 
as mean ± S.E. of triplicate determinations. 
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4.2.3. ミトコンドリア によるスペルミンの取り込みに対するアンチザイムの効果 
ミトコンドリアによるチトクローム C 放出を抑制するため、スペルミン取り込みをネガ
ティブに制御する調節因子の存在が強く示唆されているが、ODC 活性を阻害し、ポリアミ
ンの細胞内への取り込みを抑制する AZ はその有力な候補である。そこで、大腸菌に AZ
を産生させた後、精製した AZ 蛋白質のミトコンドリアによるスペルミン取り込みに及ぼ
す影響を検討した。Fig. 13 に示されているように、24.5 kDa の AZ（AZ34-227）およびミ
トコンドリアへの移行シグナルペプチドが存在する 29 kDa の AZ（AZ1-227）のどちもス
ペルミンの取り込み活性に影響を及ぼさなかった。 
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Fig. 13.  Effect of antizymes of spermine uptake in rat liver mitochondria. 
Spermine uptake was measured in the presence of various antizyme fractions (AZ1-227, AZ34-227 and 
control, 50 µg) as described in Material and Methods.  Data are shown as mean ± S.E. of triplicate 
determinations. 
 
なお、ミトコンドリアによるチトクローム C 放出への影響も同時に検討したが、24.5 kDa
および29 kDaのAZ蛋白質を添加しても明らかな影響は認められなかった（データ未発表）。 
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4.3. 考察 
AZ には 2 種類のアイソホームのうち、24.5 kDa の AZ が動物細胞において量的に優勢で
あることが分かった。NIH3T3 細胞を用いて、スペルミン取り込みに対する 24.5 kDa およ
び 29 kDa AZ の影響を検討したが、両 AZ は同じ程度でスペルミン取り込みを阻害した。
29 kDa の AZ は、ミトコンドリアへ移行するが、その 90%以上が細胞質に存在したので、
24.5 kDa の AZ と同様に細胞膜を介する外界からのスペルミン取り込みを阻害することは
合理的である。一方、AZの約10〜15%が核に存在することが報告されていることから（74）、
細胞のホモジェネートを 1,000 x g で遠心した沈殿の AZ についても分析を行った。この分
画には、核と一緒にいくつかの完全な細胞もを含んでいるかもしれないが、この分画には
実際、AZ 量として全体の 15〜20%が含まれていた。今回の研究では、AZ が細胞質に主と
して存在し、ODC の分解および細胞内のポリアミン取り込みに機能していること明らかに
したが、核の中で AZ がどのような機能をもっているかは、たいへん興味深く、今後の課
題である。 
スペルミンがミトコンドリアによって取り込まれ、ミトコンドリアからのチトクローム C
放出を通じてアポトーシスを惹き起こすと考えられるので、ミトコンドリアによるスペル
ミン取り込みをネガティブに制御する調節因子の可能性が示唆されている。29 kDa の AZ
は、ポリアミンの細胞内の過度な蓄積を抑える生物学的な役割を持っていること、ミトコ
ンドリアへの移行シグナルを持つことから、その候補であったが、今回の実験条件では、
ミトコンドリアによるスペルミン取り込み、チトクローム C 放出に対してともに影響を及
ぼさなかった。これまでのところ、ミトコンドリアのスペルミン取り込みをネガティブに
調節する因子として機能するタンパク質をみつけられていない。前章で明らかなように、
Na+、K+および Mg2+がミトコンドリアのスペルミン取り込みを阻害する因子であったが、
ポリアミンの細胞内濃度の上昇に応じてミトコンドリアへのポリアミン取り込み、あるい
はチトクローム C 放出を動的に抑制する因子が存在するかどうかは非常に興味深い。 
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5. ポリアミン輸送活性に対するヘパラン硫酸の影響 
動物細胞においては、その後の研究で複数の輸送系が存在していることが示唆されてい
るがその実態は明らかにされていない。近年になって、ヒト胚性肺繊維芽細胞 HEL では、
キャリアー蛋白質の関与しないモデルが Belting らにより提唱され，彼らは膜結合型ヘパラ
ン硫酸プロテオグリカンの一種である glypican-1 がポリアミンの取り込みに関与している
と報告している（44, 75）。彼らは、glypican-1 に存在するヘパラン硫酸鎖にポリアミンが
結合し、エンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれると主張している。そこで、HEL
と同じ起源であるヒト胚性肺繊維芽細胞 WI-38 を含め、NIH3T3、FM3A およびその変異株
など、種々の細胞を用いてその可能性を検証した。 
 
5.1. 材料と方法 
5.1.1. 細胞の培養と継代 
FM3A 細胞サブクローン F27-8 株（C3H/HeN マウス自然発生乳がん由来）は、埼玉大学
理学部の松崎博博士から譲って頂いた。FM3A 細胞および FM3A 細胞から樹立されたポリ
アミン輸送系の欠損株 MGBG-R は、培養液（2% 非動化牛胎児血清、100 units/mL ペニシ
リン G 、50 units/mL ストレプトマイシンを含む ES 培地）に 1 x 10 4 cells/mL の濃度となる
ように加え、3 日毎に同じ条件で継代した。細胞の培養は、37°C、5% CO2、湿度 95%以上
の条件で実施した。 
ヒト胎性肺繊維芽細胞（WI-38、RCB0704）は理研細胞バンクから購入した。細胞は、
培養液（10% 非動化牛胎児血清、100 units/mL ペニシリン G、50 units/mL ストレプトマイ
シンを含む MEM 培地）に 1 x 10 4 cells/mL の濃度となるように加え、3 日毎に同じ条件で
継代した。細胞の培養は、37°C、5% CO2、湿度 95%以上の条件で実施した。 
 
5.1.2. 細胞によるポリアミン取り込み活性の測定 
WI-38 細胞による取り込み活性は、NIH3T3 細胞と同様に測定した。FM3A 細胞による取
り込み活性は、NaCl buffer に細胞濃度が 2.5 x 106 cells/mL となるように懸濁し、1.8 mL を
30°C で 5 分間プレインキュベーションした後、10 µM [14C]スペルミン（740 MBq/mmol）
を添加した。反応開始後に反応液 0.5 mL を採取し、0.6 mL のオイル（コーンオイル：フタ
ル酸ジ-n-ブチル=  3 : 1）の上に重層し遠心により細胞を沈降させ、上清を除去した後の沈
殿を 0.5 mL の TCA によく懸濁し、超音波で細胞を破砕した。この懸濁液に 4 mL の
Triton-toluene 系シンチレーターに加えよく混合し、液体シンチレーションカウンターで取
り込まれた[14C]スペルミン量を測定した。 
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5.1.3. Glycosaminoglycan と NIH3T3、FM3A 細胞のヘパラン硫酸の disaccharide 分析 
豚腸の管粘膜由来ヘパリン（分子量約 16,000）とヘパラン硫酸（分子量約 15,000）は Celsus 
（USA）から購入した。NIH3T3 細胞、FM3A 細胞を凍結乾燥し、その 2 mg に 1.0 mL のア
セトンを添加してホモジナイズした。さらに、遠心によって得られた沈殿物にアセトンを
添加してホモジナイズし、再び遠心によって沈殿させた。沈殿物に0.5% SDS、0.1 M NaOH、
0.8% NaBH4を含む buffer 1.0 mLを添加して室温で 16時間攪拌した後、200 µLの 1 M sodium 
acetate と 300 µL の 1 M HCl を添加した。溶液をろ過し、ろ液に 200 µL の 1 M HCl を加え
た後、不溶物を除くために 2,500 x g、4°C で 10 分間遠心を行った。上清に 7 mL のエタノー
ルを加え、2 時間 0°C で冷却した後、2,500 x g、4°C で 10 分間遠心を行うことにより粗
glycosaminoglycan 分画を回収した。230 µL の粗 glycosaminoglycan に対し、50 µL の 0.3 M
リン酸ナトリウム buffer（pH 6.0）を添加し、0.15 M NaCl を含むリン酸ナトリウム buffer
（pH 6.0）で平衡化させた Ultrafree-MC DEAE membrane（Millipore）にアプライした。1 M 
NaCl を含む同様の buffer で溶出した分画を集め、Biomax-5（Millipore）を用いて脱塩した
後に脱水し、12 µL の水に溶解させた。ヘパラン硫酸の分析のため、5 µL の試料あたり 5 µL
の 0.1 M acetate buffer（pH 7.0）と 10 mM calcium acetate、15 µL の heparin lyase mixture 
（Seikagaku Kogyo）、heparin lyase I（1 mIU）、heparin lyase II （1 mIU）および heparin lyase 
III（1 mIU）を添加した。混合液を 37°C で 16 時間反応させ、そのうち 8 µL を HPLC で分
析した。ヘパラン硫酸の酵素処理によって生成した不飽和 disaccharide は、逆相イオン対
クロマトグラフィーと高感受度かつ特異的なポストラベル法によって定量した（76）。不
飽和 disaccharide は、Senshu Pak Docosil（4.6 x 150 mm; Senshu Scientific）にアプライし、
55°C、1.1 mL/min の条件下で分離を行った。溶離液として、溶離液 A: H2O、溶離液 B: 0.2 M 
NaCl、溶離液 C: 10 mM tetra-n-butylammonium hydrogen sulfate、溶離液 D: 50% acetonitrile
を使用し、gradient programは、0-10 min、1-4% 溶離液B; 10-11 min、4-15% 溶離液B; 11-20  min、
15-25% 溶離液 B; 20-22 min、25-53% 溶離液 B; 22-29 min、53% 溶離液 B; equilibration with 1% 
B for 20 min の条件で実施した。溶離液 C と D の割合はそれぞれ 12、17%とした。溶出液
には 0.5%(w/v) 2-cyanoacetamide solution と 0.25 M NaOH を double plunger pump を用いて
0.35 mL/min で添加した。混合液を 125°C の reaction coil（internal diameter、0.5 mm; length、
10 m）、続いて cooling coil（internal diameter、0.25 mm; length、3 m）に通し、励起波長 346 nm、
蛍光波長410 nmの条件で蛍光強度を測定した。以下に記載した不飽和disaccharide標品は、
すべて Sigma から購入した。2-acetamido-2-deoxy-4-O-(4-deoxy-α-L-threo-hex-enepyranosyl- 
uronic acid)-D-glucose (∆UA-GlcNAc)、2-deoxy-2-sulfamido-4-O-(4-deoxy-α-L-threo-hex- 
enepyranosyl uronic acid)-D-glucose(∆UA-GlcNS)、2-acetamido-2-deoxy-4-O-(4-deoxy-α-threo- 
hex-enepyranosyl uronic acid)-6-O-sulfo-D-glucose (∆UA-GlcNAc6S)、2-acetamido-2-deoxy-4- 
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O-(4-deoxy-2-O-sulfo-α-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid)-D-glucose (∆UA2S-GlcNAc) 、
2-deoxy-2-sulfamido-4-O-(4-deoxy-2-O-sulfo-α-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid)-6-O-sulfo-
D-glucose (∆UA-GlcNS6S)、 2-deoxy-2-sulfamido-4-O-(4-deoxy-2-O-sulfo-α-L-threo-hex- 
enepyranosyluronic acid)-D-glucose (∆UA2S-GlcNS)、 2-acetamido-2-deoxy-4-O-(4-deoxy- 
2-O-sulfo-α-L-threo-hex-enepyranosyluronic acid)-6-O-sulfo-D-glucose (∆UA2S-GlcNAc6S)、 and 
2-deoxy-2-sulfamido-4-O-(4-deoxy-2-O-sulfo-α-L-threo-hex-enepyranosyluronicacid)-6-O-sulfo-
D-glucose (∆UA2S-GlcNS6S). 
 
5.1.4. ヘパラン硫酸およびヘパリンとスペルミンの親和性の測定 
0.2 mL の反応液（135 mM NaCl、0 または 1 mM MgCl2、0 または 2 mM CaCl2、10-150 µM 
スペルミン、1.85 kBq の[14C]スペルミン（4.2 GBq/mmol）、20 mM Hepes-Tris、pH 7.2）を
30°C で 15 分間反応させた。反応後、0.17 mL の反応液を Ultrafree®-MC filter unit
（5,000 NMWL、Millipore）にアプライし、1,500 x g で 10 分間遠心することにより、ヘパ
ラン硫酸あるいはヘパリンと結合しなかった[14C]スペルミンを含む溶出液約30 µLを得た。
溶出液と遠心前の反応液のそれぞれ 20 µL を 4 mL の Triton-toluene 系シンチレーターに加
えよく混ぜた後、液体シンチレーションカウンターで[14C]スペルミンの量を測定した。解
離定数は Scatchard plot によって算出した（78）。 
 
5.2. 結果 
5.2.1. 各種細胞株のスペルミンの取り込みに及ぼすヘパラン硫酸の影響 
動物細胞で報告されているポリアミン輸送のもう一つの重要な因子は、細胞表面に結合
する glypican-1 中のヘパラン硫酸（HS）である。ヒト肺繊維芽細胞 HEL では、ヘパラン硫
酸 は Ki 値 0.16 µM と非常に高い親和性でスペルミン取り込みを阻害すると報告されてい
る。報告では、スペルミンの取り込みの測定は、138 mM NaCl、5.3 mM KCl、1.2 mM CaCl2、
0.8 mM Mg2+を含む minimum essential medium（MEM）が用いられており、今回の測定条件
（135 mM NaCl、1 mM MgCl2、2 mM CaCl2）とは異なったイオン条件で実施されている。
今回の実験条件では、NIH3T3 および WI-38 細胞によるスペルミンの取り込みは 150 µM ヘ
パラン硫酸によっても阻害を受けなかった（Fig. 14A および 14C）。FM3A 細胞によるス
ペルミン取り込みには 150 µM のヘパラン硫酸によって阻害の傾向がみられたが、ごく軽
度であった（Fig. 14B）。報告と同様に MEM を用いて測定したところ、ほぼ同じ結果が得
られた（データ未発表）。次に、ヘパラン硫酸を分解する heparitinase I 処理を実施し、ス
ペルミン取り込みに及ぼす影響を検討した。Fig. 14D、14E および 14F に示されたように
heparitinase I はスペルミンの取り込みに影響を及ぼさなかった。以上の成績は、これらの
細胞では，ヘパラン硫酸 はスペルミン取り込みに強く関わっていないことを示唆している。 
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Fig. 14.  Effect of heparan sulfate on spermine uptake by NIH3T3, FM3A and human 
embryonic lung WI-38 cells 
A to C: Spermine uptake in the presence of various concentrations of HS shown in the figure.  D to F: 
Spermine uptake in the presence of various concentrations of heparitinase I shown in the figure.  G to I: 
Spermine uptake of cells treated with or without 10 mM DFMO (NIH3T3 and WI-38 cells) or 1 mM 
DFMO (FM3A cells) for 36h.  Where indicated, 150 µM HS was added.  J to L: Polyamine contents were 
measured as described in Material and Methods.  Data are shown as mean ± S.E. of triplicate 
determinations. 
- 44 - 
ポリアミンの取り込み活性は ODC の阻害剤 DFMO の処置によって顕著に増加するが、
DFMO処理によって[3H]glucosamineで標識される glycosaminoglycanの量も増加することが
HEL で報告されている（75）。そこで、DFMO 処理した NIH3T3、FM3A および WI-38 細
胞を用いてヘパラン硫酸の影響を検討した。細胞内のプトレシンおよびスペルミジンはこ
れらの細胞で顕著に減少し（Fig. 14J、14K および 14L）、スペルミンの取り込み活性も顕
著に増加したが、150 µMヘパラン硫酸添加による影響には、変化はみられなかった（Fig. 14G、
14H および 14I）。 
次に，FM3A および NIH3T3 細胞を用いてヘパラン硫酸含有量およびヘパラン硫酸中の
硫酸基の量を測定した成績を Fig. 15 に示した。ヘパラン硫酸量あるいはヘパラン硫酸中の
硫酸基の量に DFMO 処理による変化は認められなかった。また、ヘパラン硫酸あるいは硫
酸基の量には、FM3A のポリアミン輸送担体の欠損株である MGBG 耐性株（MGBG-R）で
も変化は見られなかった。ヘパラン硫酸中の disaccharide の構成は、NIH3T3 および FM3A
細胞では、わずかに異なっていたが、両細胞株ともにグルコサミン中の硫酸基は主として
アミノ硫酸基として存在していた。WI-38 細胞の場合には、ヘパラン硫酸の含有量は FM3A
および NIH3T3 細胞のそれよりわずかに高かったが、硫酸基の含有量にはあまり差はみら
れなかった。 
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Fig. 15.  Level and composition of disaccharides in heparan sulfate of normal and 
DFMO treated cells 
Eight different unsaturated disaccharides in HS were measured by HPLC (A), and the level of each 
disaccharide in HS is shown as a percentage (B).  Cells used were normal and DFMO-treated cells shown 
in the legend of Fig. 14 and also transport-deficient FM3A cells (MGBG-R-FM3A cells).  
MGBG-R-FM3A cells were prepared according to the method of Suzuki et al. (42).  Data are shown as 
mean of triplicate determinations. 
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5.2.2. FM3A細胞によるスペルミンの取り込み活性に及ぼすヘパラン硫酸およびヘパリン
の影響と 2 価カチオンの効果 
スペルミンは glycosaminoglycan 中の硫酸基に結合すると考えられるが、2 価カチオンの
結合とおそらく競合する。そこで、FM3A 細胞によるスペルミンの取り込みに対するヘパ
ラン硫酸およびヘパリン の効果を 1 mM MgCl2および 2 mM CaCl2存在下、非存在で検討し
た。ヘパラン硫酸およびヘパリンは構造的に類似しているが、硫酸基の含有量はヘパラン
硫酸よりヘパリンで高い（76, 77）。 
Fig. 16A および 16B で示されているようにヘパラン硫酸は 2 価カチオンの有無に関わら
ず、FM3A 細胞によるスペルミンの取り込みにほとんど影響を与えなかった。ヘパラン硫
酸のかわりに 50 µM ヘパリンを添加した場合は、1 mM MgCl2および 2 mM CaCl2その存在
下わずかにスペルミンの取り込みを阻害した（Fig. 16C）。2 価カチオン非存在下では、ス
ペルミンの取り込みを顕著に阻害した（Fig. 16D）。ヘパラン硫酸あるいはヘパリンとス
ペルミンの乖離定数（Kd）を測定したところ、2 mM CaCl2および 1 mM MgCl2存在下、非
存在下におけるヘパラン硫酸とスペルミンの Kd 値は各々148 および 97 µM（Fig. 16A およ
び 16B）、ヘパリンとスペルミンの Kd 値は各々66 および 42µM であった（Fig. 16C および 
16D）。これらの結果は、スペルミンの取り込みに及ぼすヘパラン硫酸およびヘパリンの
抑制効果は、2 価カチオンがない場合により強くなることを示している。しかし、スペル
ミンのヘパリンおよびヘパラン硫酸への結合性は、それ自体あまり強くはなかった。この
ように、HEL 細胞で報告されているように、1 µM 以下のヘパラン硫酸 がスペルミンの取
り込みを大きく阻害することは不可能だった。以上の結果は、スペルミンの取り込みがCa2+
およびMg2+がmMオーダーの濃度で存在する生理学的な条件の下では、ヘパラン硫酸によっ
てあまり影響を及ぼされないことを示唆している。 
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Fig. 16.  Effect of heparan sulfate and heparin on spermine uptake in the presence and 
absence of Mg2+ and Ca2+ and determination of the Kd value of spermine for 
heparan sulfate and heparin 
Spermine uptake by FM3A cells was measured in the presence and absence of HS and HP at the 
concentration shown in the figure.  Data are shown as mean ± S.E. of triplicate determinations.  The 
dissociation constant (Kd) of spermine for HS and HP was measured as described previously (77) 
according to the method of Scatchard (78). n, number of spermine bound/disaccharide; [spermine], 
concentration of spermine. Number of disaccharide unit was calculated from the average molecular 
weight of HS and HP.  In A and C, 1 mM MgCl2 and 2 mM CaCl2 were added to the reaction mixture. 
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考察 
Belting らは、細胞膜に結合するヘパラン硫酸がポリアミン輸送に関与していることを強
く主張している。彼らは、recycling glypican-1 のヘパラン硫酸鎖にスペルミンが結合し、
エンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれることを推定しているが、その根拠とし
て、HEL 細胞を用いた一連の実験から，スペルミンの取り込みには NO に依存したヘパラ
ン硫酸鎖の分解が必要であり、細胞内のポリアミンが枯渇すると NO に感受性を持つ
N-unsubstituted glucosamine がヘパラン硫酸鎖中に増加すること、ヘパラン硫酸は Ki 値 0.16 
µM でスペルミンの取り込みを阻害すること、DFMO 処理によって[3H]glucosamine でラベ
ルされた glycosaminoglycan 量が上昇することなどをあげている（44, 75）。 
今回の実験条件では、1 mM MgCl2、2 mM CaCl2存在下、150 µM のヘパラン硫酸によっ
て FM3A 細胞によるスペルミンの取り込みはわずかに阻害されたが、NIH3T3 細胞におい
てはほとんど阻害されず、HELと同じ起源であるヒト胚性肺繊維芽細胞WI-38においても、
阻害は見られなかった。また、これらの細胞では、ヘパラン硫酸を分解する酵素処理を実
施してもスペルミン取り込みには、影響はみられなかった。2 価カチオン非存在下では、
10 µM ヘパリンによって FM3A 細胞によるスペルミンの取り込みは 50% 阻害された。 
阻害効果が上昇した理由として、ヘパリンはヘパラン硫酸に比べて多くの硫酸基を持つ
ことと、2 価カチオンを反応系から除いたことにより、glycosaminoglycan とスペルミンの
親和性が上昇したことがあげられる。NIH3T3 細胞のヘパラン硫酸の量は、FM3A 細胞に
比べて1.5倍高かった。このことから、FM3A細胞によるスペルミンの取り込みの方がNIH3T3
細胞による取り込みに比べて、外から加えたヘパラン硫酸に対する感受性が高かったもの
と考えられる。さらに、DFMO 処理による影響についても検証したが、NIH3T3 細胞、FM3A
細胞ともにヘパラン硫酸の量と糖鎖の組成には変化はみられなかった。また、ポリアミン
輸送担体が欠損している FM3A 細胞の変異株、MGBG-R のヘパラン硫酸レベルにも変化は
みられなかった。以上の成績から、生理的条件下では、ポリアミンの細胞内への取り込み
にヘパラン硫酸は関与しないと考えられた。なお、Poulin らによるポリアミンの蛍光プロー
ブを用いた実験から得られた報告（79）は、細胞膜上のポリアミン輸送体の存在を肯定し
ている点で我々の主張を強く支持している。 
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6. 総括と展望 
動物細胞におけるポリアミンの輸送系の諸性質およびその発現調節機構をConcanavalin A
によって活性化した牛のリンパ球を用いて検討した。その結果、動物細胞には、3 種のポ
リアミンに共通で特異的な輸送系が存在し、増殖刺激に応じて誘導され、細胞内のポリア
ミン、特にスペルミジンあるいはスペルミンが欠乏状態になると転写レベルから顕著に誘
導されることを明らかにした。このように動物細胞のポリアミン輸送系は、細胞増殖に欠
かせないポリアミンの細胞内濃度を維持するために生理的に重要な役割を持っていること
が判明した。 
ミトコンドリアにもポリアミンに共通で特異的な輸送系が確認されたが、スペルミジン、
スペルミンは同時にチトクローム C 放出を導く。ミトコンドリア のポリアミン含量を最適
のレベルで維持し、アポトーシスの誘導を避けるために抑制的に働く調節因子の存在が示
唆されたが、生理的な条件では Mg2+などのカチオンにより、ポリアミンの取り込み、およ
びチトクローム C 放出ともに抑制された。一方、ミトコンドリア内のスペルミンおよびス
ぺルミジンの濃度は、それぞれ 1.21 および 0.62 mM であると推定されていることから、あ
る程度ポリアミン取り込みを維持し、アポトーシスを避ける機構が働くものと推定される。
今後の詳細な研究が必要だが、Mg2+による抑制効果は、チトクローム C 放出に対してより
低い濃度からみられ、生理的な濃度範囲の Mg2+は、アポトーシスを惹き起こさずに、ミト
コンドリア内のポリアミン濃度を適切に維持できる可能性を示唆している。 
ODCの活性を阻害し、分解を促進するアンチザイム（AZ）の2つのアイソタイプ（24.5 kDa
と 29 kD）は、ともに細胞質に主として存在し、N 末端側にミトコンドリアへの移行シグ
ナルを持つ 29 kDa の AZ は、ミトコンドリアへも分布した。改変遺伝子を AZ 発現のみら
れないNIH3T3細胞に導入することによって各AZの機能を検討したところ、両者ともODC
活性の発現および細胞内へのポリアミン取り込みを抑制する作用を持ち、その効果は同程
度で、ともに細胞内の過剰なポリアミン蓄積を防ぐ機能を持つことが明らかとなった。し
かし、ミトコンドリアへの移行シグナルの有無にかかわらず、ミトコンドリアによるポリ
アミン取り込みには影響を及ぼさなかった。AZ はミトコンドリアの他に核にもみられた
が、これらのオルガネラにおける AZ の機能については、非常に興味がもたれる。 
ヒト肺繊維芽細胞 HEL では、膜結合型の glycosaminoglycan である glypican-1 のヘパラン
硫酸側鎖がスペルミンを結合し、スペルミンは NO 依存性のヘパラン硫酸の開裂を経てエ
ンドサイトーシスによって細胞内に運ばれるとのモデルが提唱されている。種々の細胞を
用いてその可能性を検証したが、スペルミンとヘパラン硫酸の親和性は、報告の値に比べ
てずっと低く、外から加えたヘパラン硫酸は、生理的な濃度の 2 価カチオンの存在下では、
ほとんどスペルミン取り込みに影響を及ぼさなかった。また、ヘパラン硫酸を分解する酵
素処理を実施しても、スペルミン取り込み活性には変化はみられなかった。さらに、スペ
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ルミン取り込み活性と細胞膜のヘパラン硫酸含量との関連性は認められず、ヘパラン硫酸
がポリアミンの取り込みの輸送担体として機能している可能性は低いことが明らかとなっ
た。 
本研究では、動物細胞に存在するポリアミン輸送系の生理的意義が明らかになり、また、
ミトコンドリアによるポリアミン取り込みは、チトクローム C 放出も誘導するが、Mg2+
などの負の調節因子により、調整されていることが示唆された。AZ は、細胞によるポリ
アミン取り込みに対して負の調節因子と機能しているが、ミトコンドリアによるポリアミ
ン取り込みには影響を及ぼさないことが判明した。しかし、動物細胞においては、輸送系
を制御している分子として AZ の意義は大きく、AZ がどのようにポリアミン輸送系を制御
しているかをさらに解明するため、また輸送機構の詳細を明らかにするためにポリアミン
輸送担体の同定、遺伝子のクローニングが望まれる。 
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7. 要旨 
プトレスシン、スペルミジン、スペルミンに代表されるポリアミンは、細胞増殖に必須
の分子として知られ、低分子塩基性物質として細胞内で DNA 合成、蛋白質合成などで重
要な役割を果たしている。細胞内のポリアミン濃度は、生合成、分解および細胞膜を介す
る輸送系によって、調節、維持されていると考えられている。動物細胞において、細胞内
のポリアミン欠乏は、細胞増殖を抑制し、一方で細胞内のポリアミン濃度の顕著な上昇は、
アポトーシスを誘導することが報告されており、細胞内のポリアミン濃度調節は、非常に
厳密であることが考えられる。本研究では、動物細胞に存在するポリアミン輸送系の生理
的な意義を解明することを目的として、細胞膜を介したポリアミンの取り込み機構、ミト
コンドリアへのポリアミン取り込み機構について解析し、これらに影響を与える調節因子
について検討した。 
 
１）動物細胞におけるポリアミン輸送機構とその発現調節機構の解析 
ポリアミンの輸送系の諸性質およびその発現調節機構を Concanavalin A（ConA）によっ
て活性化した牛のリンパ球を用いて検討した。 
ConAによって活性化したリンパ球によるプトレスシンの取り込みは温度依存的であり、
膜非透過性の SH 試薬により阻害された。平衡状態におけるプトレスシンの細胞内外の濃
度差は約 14 倍で、500 倍濃度の非標識プトレスシンを培地に添加しても 5%しか細胞外に
放出されず、取り込みは見かけ上一方向であり、細胞内に取り込まれたポリアミンは細胞
内のアニオンにすみやかに結合するものと思われた。各ポリアミンに対する見かけの Kt
値は、プトレスシンに対して 3.7 µM、スペルミジンに対して 0.38 µM、スペルミンに対し
て 0.23 µM であり、Vmax に差はみられなかった。ポリアミンの取り込みは、Asp、Leu、
Lys、Gluなどのアミノ酸などには阻害を受けず、それぞれ他のポリアミンにより阻害され、
Ki は各基質の Kt に近く、その阻害様式は拮抗阻害であった。ポリアミンの取り込みは、
膜電位を解消する CCCP などのイオノフォアにより阻害を受けた。以上の結果から、牛リ
ンパ球の細胞膜には 3 種のポリアミンに共通で特異的な輸送担体が存在し、取り込みには
膜電位が関与していることが示唆された。細胞周期の S 期にあるリンパ球ではポリアミン
の取り込み活性がみられるのに対し、G0期にあるリンパ球では取り込み活性はほとんど認
められなかった。ポリアミンの取り込み活性を ConA 添加後、経時的に観察した結果、ポ
リアミン輸送活性は、DNA 合成の上昇に先立ち、蛋白質合成の上昇とほぼ平行して上昇し
た。この活性上昇は、actinomycin D や cycloheximide の添加により阻害されることから転
写レベルで誘導されることが明らかとなった。ポリアミンの生合成阻害剤の DFMO、EGBG
あるいは両阻害剤を培地に添加することにより、細胞内のポリアミンを欠乏状態にさせる
と、スペルミジンあるいはスペルミンが欠乏した場合にポリアミン取り込み活性が顕著に
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増加した。ポリアミン輪送担体の発現は、主に細胞内のスペルミジンおよびスペルミン含
量によりコントロールされていると考えられた。 
 
２）ミトコンドリアによるポリアミン輸送機構とチトクローム C 放出 
ラット肝臓より調製したミトコンドリアを用いて、ポリアミンの取り込み機構を検討し
た。また、ポリアミンの取り込みとアポトーシスに関係しているチトクローム C 放出との
関連性に関して検討した。 
ポリアミンの取り込みは、呼吸基質として加えたコハク酸が必要で、CCCP、valinomycin
などの膜電位に影響を与えるイオノフォア、リン酸イオンの輸送担体の阻害剤 Marsaryl に
より顕著に阻害された。イオンの影響は、Na+、K+、Mg2+により阻害を受け、リン酸イオ
ンにより促進され、アミノ酸には影響を受けなかった。 
同時にポリアミンによるチトクロームの放出について検討したところ、その性質は、ポ
リアミンの取り込みと同様であった。ポリアミン取り込みの見かけの Kt 値は、プトレス
シンに対して 1.04 mM、スペルミジンに対して 0.28 mM、スペルミンに対して 0.17 mM で
あった。それぞれの基質が他のポリアミンの取り込みを阻害し、その様式は拮抗阻害であっ
た。しかし、プトレスシンの取り込み活性は低く、また、スペルミンやスペルミジンの取
り込み活性をあまり阻害しなかった。チトクローム C 放出作用は、スペルミン＞スペルミ
ジンの順に強かったが、プトレスシンではほとんど検出されなかった。以上の成績から、
ラット肝ミトコンドリアには、ポリアミンに特異的な取り込み系が存在し、細胞内でフリー
のスペルミン、スペルミジン濃度が上昇するとチトクローム C 放出が起こることが示唆さ
れた。しかし、ポリアミン取り込みおよびチトクローム C 放出は、生理的な濃度の K+、
Mg2+などで顕著に阻害を受けることから、生理的な条件では、ミトコンドリアにおけるポ
リアミンの取り込みとチトクローム C 放出は、これらカチオンにより負の調節を受けてい
るものと推測された。 
 
３）ポリアミン輸送活性に対するアンチザイム発現の影響 
ポリアミン生合成の律速酵素であるオルニチン脱炭酸酵素（ODC）の分解を促進するア
ンチザイム（AZ）の発現は、ポリアミンの取り込み活性を阻害することが報告されている。
AZ には翻訳の開始部位の違いにより、2 つアイソザイム（24.5 kDa と 29 kDa）が存在し、
29 kDa の AZ にはミトコンドリアへのシグナルペプチドが存在する。この 2 つのアイソザ
イムが細胞およびミトコンドリアへのポリアミン取り込み活性に及ぼす影響を検討した。 
ODC の分解を促進する AZ は、通常の細胞ではごくわずかにしか存在しないことから、
ODC 過剰発現株である EXOD-1 細胞を用い、Western blotting により確認したところ、多く
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の AZ は第 2 開始コドンから翻訳される 24.5 kDa のアイソホームであった。原因のひとつ
は Kozak 配列が第 2 開始コドンに存在するためであると考えられた。24.5 kDa と 29 kDa の
AZ の機能を検討するため、開始コドンの配列を改変した AZ 遺伝子を NIH3T3 細胞に導入
し、AZ を発現させた。AZ を導入しない NIH3T3 細胞では AZ は検出されなかったが、第 1
開始コドンに Kozak 配列を導入した場合、29 kDa の AZ 発現が優位であり、また 29 kDa
の AZ はミトコンドリアにも認められたが、24.5 kDa のアイソホームはミトコンドリアで
みられなかった。第 1 開始コドンを欠損させた∆AUG1 および第 2 開始コドンを欠損させた
∆AUG2 の各遺伝子を NIH3T3 細胞に導入したところ、いずれの場合も ODC 活性の発現は
顕著に抑制され、細胞内へのスペルミン取り込みにも抑制がみられ、AZ の違いによる影
響は認められなかった。 
ミトコンドリアへの取り込み活性への影響は、24.5 kDa および 29 kDa の AZ 蛋白質を大
腸菌に発現させて精製し、アッセイ系に加えることにより検討したが、ともにミトコンド
リアへのスペルミン取り込みには影響を及ぼさなかった。 
 
４）ポリアミン輸送活性に対するヘパラン硫酸の影響 
動物細胞におけるポリアミンの取り込みの重要な因子として、ヒト胚性肺繊維芽細胞
HEL では、glypican-1 に存在するヘパラン硫酸が報告されている。NIH3T3、FM3A および
ヒト胚性肺繊維芽細胞 WI-38 を用い，ヘパラン硫酸がポリアミン輸送に果たす役割につい
て検証した。 
HEL 細胞では、外から加えたヘパラン硫酸は 0.16 µM の Ki でスペルミンの取り込みを
阻害することが報告されているが、150 µM のヘパラン硫酸の存在下では、スペルミン取り
込みは、NIH3T3 および WI-38 では影響を受けず、FM3A ではごく軽度に阻害された。ヘ
パラン硫酸を分解する Heparitinase I による処理を実施して影響を確認したが、これらの細
胞では影響はみられなかった。従って、これらの細胞株では、スペルミンの取り込みに対
するヘパラン硫酸の関与は強くないものと考えられた。HEL では培地に DFMO を添加す
ると細胞膜の glycosaminoglycan 中のヘパラン硫酸が増加し、ポリアミン取り込み活性が上
昇すると報告されていたが、これらの細胞では DMFO 処理によってポリアミン取り込みを
促進させた条件でも、ヘパラン硫酸および含まれる硫酸基の量に変化はみられなかった。
ヘパラン硫酸とスペルミンの Kd 値は、Ca2+あるいは Mg2+の存在下では高く、生理的な濃
度の Mg2+および Ca2+の存在下では、スペルミンの取り込みは、ヘパラン硫酸の影響を受け
ないものと考えられた。 
以上のように、動物細胞には 3 種のポリアミンに共通で特異的な輸送系が存在し、細胞
内のポリアミン欠乏状態になると顕著に誘導されることを明らかにした。ミトコンドリア
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にもポリアミンに共通で特異的な輸送系が存在するが、同時にチトクロームC放出を導く。
生理的な条件ではカチオンなどの負の調節因子により、これらは調整されているものと考
えられた。AZ の 2 つのアイソタイプは、ともに細胞によるポリアミン取り込みを抑制す
ることに機能しているが、ミトコンドリアシグナルの有無にかかわらず、ミトコンドリア
によるポリアミン取り込みには影響を与えなかった。細胞によるポリアミン取り込みに関
わる因子としてヘパラン硫酸の意義は低かった。 
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